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緒言
　この半世紀の医学や農学の発達は、先進国において疫病や飢餓の恐怖から人々を開放
し、平均寿命を大きく延長させ、50年後には人口は100億人を突破すると予想されて
いる。現在の60億人の人口でさえ既に食糧不足になっていることを考えると、今後は
食糧不足が世界の大問題となることは確実である。更に、近年の地球温暖化の影響によ
る気象異常によって、食糧生産効率は低下すると予測される。従って、遺伝子組み換え
作物（食品）についても我々は真剣に考えなければならない。特に、日本は食糧生産のほ
とんど大部分を他国に依存しており、世界規模での深刻な食糧不足が到来すれば、食糧
の確保は非常に困難となるであろう。
　食糧の中でも、タンパク食糧の供給が最も不足しやすい。穀類からもタンパク質を摂
取することは可能であるが、動物タンパクの方が良質でバランスの取れたアミノ酸を摂
取することができる。ヒトの体タンパクを構成するアミノ酸の組成は植物タンパクより
も動物タンパクのアミノ酸組成に近いので、動物タンパクの方がより少ない摂取量で必
要なタンパク質を合成することができる。つまり、動物タンパクの方がはるかに栄養価
が高い。また、食肉および乳製品からは機能性タンパク質が存在することも発見されて
おり、これらはヒトが不足しやすいカルシウムや鉄分などの吸収を高める重要な供給源
でもある。従って、動物性食品、特に反鋼家畜、の生産効率の向上は重要と考えられる。
　反劉動物の第一胃（ルーメン）には多種の微生物が多数生息し、これが反劉動物に栄養・
代謝学的に独特の機能を付与している。反甥動物の最大の長所は地球上で最も豊富で、
しかも再生可能な有機資源である植物繊維を栄養分として利用できることである。反劉
動物に摂取された植物繊維は、咀囑によって物理的に破砕された後、ルーメン微生物に
よって化学的に分解される。微生物はエネルギー源および炭素源として繊維を利用し、
その発酵産物である揮発性脂肪酸（VFA）を宿主動物がエネルギー源として利用する。
馬や兎等の単胃の草食動物は大腸が発達しており、そこに存在する微生物の作用により
植物繊維をエネルギー源として利用できる。この点では反錫動物と同じであるが、ルー
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メンは単胃動物の胃にあたる第4胃よりも前方に位置するので、植物繊維を利用して増
殖した微生物をタンパク源として利用できる。また、ルーメン微生物は尿素およびアン
モニウム塩などの非タンパク態窒素化合物（Non－protein　nitrogen；NPN）からアミノ
酸を合成することができる。すなわち、反劉動物は、ヒトが利用できない植物繊維と
NPNを利用して、ヒトが摂取できる良質タンパクを供給するのである。そのため、反
劉動物は資源の有効利用という点で最も優れている動物と言える。このような反劉動物
の利点は、ルーメン微生物の作用によるところが大きいことから、ルーメン微生物の機
能を最大限に活用し、また更に増強することによって反鋼動物の生産効率を高めること
ができると考えられる。これまでの主流であった動物自体の育種・改良による方法や、
飼料の種類や質あるいはその配合設計の改善などによる生産効率の向上は既に限界に近
い。新たな着眼点として、生産効率のよいトランスジェニック動物を作ることが考えら
れるが、そのような動物の作出には解決すべき問題が多く、その利用にはまだまだ時間
を要するであろう。それよりも、トランスジェニックバクテリアを作る方がはるかに展
望があると思われる。それ故、微生物の制御によるルーメン発酵の改善は重要な着眼点
になり得ると考えられる。
　ルーメン発酵の効率という点から言えば、その改善策の一つとしてメタン生成の抑制
が挙げられる。ルーメンにおけるメタン生成は反甥動物にとってのエネルギーの損失で
あり、その減少はエネルギー利用効率の増加を意味する。また、近年メタン生成の増加
が地球の温暖化に関わると指摘されていることから、CO2と同様、その抑制は非常に
重要な問題である。メタン1分子あたりの熱吸収能は、二酸化炭素に較べて25～30倍
高く（1）、1984～1994の間では大気蓄積濃度が約0．7％／年の割合で上昇しているか
らである（2，　3）。全メタン排出量のうち、反劉動物が占める割合は約21％（反劉動物か
ら約16％と糞尿から約5％）であることを考えれば、反劉動物からのメタン生成を抑
制することは急務である（3）。
　メタン生成の抑制法として、モネンシンなどの様々な薬物が利用されているが（4，　5）、
モネンシンなどはメタン生成を低下させ、プロピオン酸生成を増加させるという効果が
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ある反面（5，6）、繊維の消化率の低下やプロトゾア数の減少などのマイナスの作用もあ
る（7，8）。このような欠点が比較的少ない物質として、当研究室で発見したアイベリン
（9，10）がある。モネンシンなどのポリエーテル系イオノフォアは吸収されて宿主動物
に影響を与えるばかりでなく、乳肉中に残留する可能性があるのに対し（11，12）、アイ
ベリンはペプチドイオノフォアであるため、動物体への残留の問題はないと考えられる。
しかし、今のところアイベリンには生産コストが高いという大きな弱点があるし、一般
論として、ある特定の薬物だけに頼るのは対症療法的には役立つとしても、普遍的に有
効とは言い難いので、原因療法的な改善策が必要である。
　また、粗飼料の割合を減らして、濃厚飼料の割合を増やすことでメタン生成を減少さ
せ得ることが知られており、粗飼料と濃厚飼料を適切な比率に調整することが試みられ
ている（13）が、これでは反劉動物の最大の長所である繊維の利用能を生かすことがで
きないことになる。別のメタン生成抑制法として、メタン菌とプロトゾアとの関係に着
目し、特定のプロトゾアの数を適度に減少させることにより、メタン菌の基質である水
素（H2）の生成を減少させることも考えられている（14）が、プロトゾアの数を減らすこ
とがルーメン発酵全体にとって有利となるか否かは疑問である。
　このように、メタン生成の抑制については、ルーメン機能全体での利害得失について
配慮する必要がある。メタン生成はエネルギーの損失であると上述したが、これはエネ
ルギー源として何を使うかを考慮しないでエネルギー計算だけをした場合の話である。
資源の有効利用という観点も必要であり、そのためには反劉家畜による繊維の利用性を
高めることが特に重要である。それ故、繊維の利用との関連でメタンの問題を考える必
要がある。
　主要繊維分解菌はすべて、メタン生成の基質となるH2と（または）ギ酸を生成し、メ
タン菌がこれらを消費してくれないと繊維分解菌の増殖や活性が低下し、繊維の消化が
悪くなる（15，16）（Fig．1）。プロトゾアやカビ類も含めて、他の多くの微生物において
も同様であり、メタン菌の増殖や活性の抑制は発酵全体を低下させる可能性がある（15，
16）・その理由は、多くの嫌気性菌は基質の酸化分解により遊離した電子を処理するた
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めにH2を生成し、このH2生成反応系はH2分圧の影響を受けるからである（17）。ギ
酸は電子処理生成物ではないが、有機酸の中では特にpKa値が低い強酸であり、その
蓄積はルーメン内pHを低下させ、多くの微生物、特に繊維分解菌やプロトゾアの生育
を阻害する。また、ギ酸は高濃度では毒性をもつ物質でもある。従って、繊維分解菌や
その他の重要な微生物の発酵機能を低下させないでメタン生成を減少させるためには、
メタン菌を抑制するのではなく、H2とギ酸の生成を抑えることが重要となる。
CeHulose
Butyrate
Acetate
Starch
　　　　　　　　　CO2
　　　　　　　Formate　　　　　　Me山anogens
Fig，1，Ei　ec廿on　flow　and　methanogenesis　in　the　rumen
　　PH］Metabolic　hydrogen（21量＋2e’）
　しかし、直接H2生成を抑制するのではH2生成菌における発酵機能を低下させるこ
とになり、それではメタン菌を抑えるのとさして変わらない。もし電子を別ルートに流
すことによりH2を減少させることができれば、発酵機能をあまり低下させないと考え
られる。つまり、H2生成ルート以外の電子受容反応系を利用することができれば好ま
しい。その一連の電子受容反応系の最終生成物がプロピオン酸であれば、なお都合がよ
い・メタンとして捨て去られるエネルギーがプロピオン酸という形で捉えられて反劉動
物に有効利用されるからだけでなく、糖という形での吸収が少ない反錫動物にとって、
プロピオン酸は糖原性であるという代謝特性Eの意味を持つからである。また、別のメ
タン生成の抑制法として、メタン菌以外の菌によるH2消費を増加させることも考えら
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れる。どちらの場合も還元反応の増加によりメタン生成を抑制するという点では本質的
に同じである。
　よって、本研究ではメタン菌以外の菌にH2とギ酸を利用させること、およびメタン
生成の基質となるH2とギ酸の生成を抑制することの二つの点から、メタン生成の抑制
について検討した．第1部ではルーメン内におけるH2とギ酸の生成と消費について調
べ、フマル酸還元反応におけるH2利用の増加によるメタン生成の抑制とプロピオン酸
生成の増加について検討した。
　また、H2とギ酸の生成を抑制するためにはこれらの生成経路を乳酸生成経路やコハ
ク酸生成経路に切り替えることが考えられる（Fig．2）。特に乳酸生成を担う乳酸脱水素
酵素（Lactate　dehydrogenase；LDH）の合成は低pHで増大し、低pHでの増殖促進
の問題と関係することからも、この経路の切り替えは重要な問題である。このため第2
部では主要乳酸生成菌であるStrep亡OCOCCUS　bovisについて取り上げ、本菌における乳
酸生成経路の調節について検討した。
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Fig．2．　Metabolism　of　lacIa1e　and　fumarate．
PCK：Phosph㏄nolpyruva吐e　carboxykinase，
FDH：Formate　dehydrogease，　H2　ase：Hydrogenase，
PFOR：Pyruvate－ferredoxin－oxidoreductase．
】HP
一r＞　Py・uvate→Acety1－C・A
Formate→［2H】＋CO2→CH4
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第1部
水素およびギ酸の生成と消費の制御
　　によるメタンの生成の制御
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省略語
アンスラキノン（Arlthraquinone；ATQ）
高速液体クロマトグラフィー（High－performance　liquid　chromatography；HPLC）
代謝性水素（Metabolic　hydrogen　；［2Hl）
ボスホエノールピルビン酸（Phosphoenolpyruvate；PEP）
ギ酸脱水素酵素（Forinate　dehydrogenase；FDH）
ピルビン酸ギ酸開裂酵素（Pyruvate　formate－lyase；PFL）
乳酸脱水素酵素（Lactate　dehydrogenase；LDH）
リン酸カリウム緩衝液（Potassium　phosphate；KPi）
PEPカルボキシキナーゼ（PEPcarboxykinase；PCK）
オキサロ酢酸（Oxalacetate；OAA）
ピルビン酸キナーゼ（Pyruvate　kinase；PYK）
リンゴ酸脱水素酵素（Malate　dehydrogenase；MDH）
ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動（Sodiurn．　dodecyl
sulfate－polyacrylamide　gel　electrophoresis；SDS－PAGE）
フルクトースー1，6一ビスリン酸（Fructose－1，6－bisphosphate；FBP）
ホスホフルクトキナーゼ（Phosphofructokinase；PFK）
希釈率（Dilution　rate；D）
グルタチオンーS一トランスフェラーゼ（Glutathione　S－Transferase：GSI））
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序章
　ルーメン微生物は嫌気性であり、その多くは有機物、特に炭水化物の発酵によってエ
ネルギーを獲得している。狭義の発酵とは、電子を酸素に受け渡さずに基質を酸化分解
し、エネルギーを獲得する反応様式である。発酵においては、酸化（脱水素）反応により
遊離された電子が発酵の中間体の還元に使われる必要がある。その還元生成物は、ルー
メン系全体としてはコハク酸やプロピオン酸が多いが、コハク酸やプロピオン酸のよう
な還元生成物を全く、または十分つくれない微生物の場合は、H2を生成して電子を処
理する場合が多い。つまり、嫌気性菌は発酵をスムーズに進行させるための手段として
H2を生成する。　H2を生成する微生物においては、　H2生成の速度が発酵速度を左右し、
増殖速度を左右することになる。これは、H2生成が速やかに進行すると、基質の酸化
速度だけでなく酸化の程度も高くなり（酢酸のような酸化度の高い生成物が増加し）、基
質分解量あたりのATP生成量が増加するからである。
　一般的に、酸化還元電位の高い電子供与体からのH2生成反応は、　H2分圧の影響を
強く受け、H2分圧が極めて低い場合でないと反応は進行しない。　Hungate（1）による
と、ルーメン内のH2分圧は大体3×10『4気圧程度に保たれているので、ルーメン内
では普通H2を生成する方向に反応が進行しうると考えられる。これは、ルーメン内の
H2がメタン菌により速やかに消費されるからである。ルーメン内ではメタンは主とし
てH2と重炭酸イオン（HCO3『）、従ってCO2ガス、から生成される。また、ギ酸
（HCOOH）からもある程度メタンが生成される。このほかにも、メタノール（CH30H）
からもメタンは生成される。つまり、メタン菌は飼料から直接メタンを生成するわけで
はなく・他種菌の生成物からメタンを合成するのであり、メタン菌と他種菌の間に相利
共生的な関係がある。これは「異種間水素移行（lnterspecies　hydrogen　transfer）」
と呼ばれている（2，3）。それゆえ、メタン抑制は単純にメタンの生成を抑制すれば済む
という問題ではない。したがって、緒言で述べたように、微生物の発酵機能を低下させ
ないでメタン生成を減少させるためには、メタン菌を直接抑制するのではなく、電子を
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他の還元反応系に利用させることによりH2の生成を減少させたり、ギ酸の生成を減少
させたりすることにより、その結果としてメタン生成を減少させることである。また、
メタン菌以外の菌によるH2消費を増加させることによりメタン生成を減少させること
も有効と考えられる。
　そこで本研究では、ルーメン内におけるH2とギ酸の生成と消費について調べ、メタ
ン生成の抑制について検討した。第1章では、メタン生成の基質の一つであるギ酸のルー
メン内の消長について調べ、メタン菌以外の菌がどのくらいギ酸を利用するかを調べた。
第2章では、ギ酸生成経路について調べ、ギ酸生成の抑制の可能性を検討した。第3章
では、ルーメン内の主要な還元反応の…つであるフマル酸からコハク酸への還元反応に
着目し、この反応によるH2とギ酸の消費を増加させることによってメタン生成を減少
させ得ることを明らかにした。第4章では、主要ルーメン菌の中からフマル酸還元菌を
検索し、各菌のフマル酸還元酵素の比較を行った。第5章では、フマル酸還元能が最も
高かったプロピオン酸生成菌Selenomonas　ruminan　tium　s　ubsp．　lactilyti（nの発酵調
節について調べ、フマル酸還元経路の増強について解析した。
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第1章．ルーメン微生物によるギ酸の代謝とメタン生成
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
　メタン菌は主にH2と重炭酸（HCO3『）からメタンを生成し、ギ酸からもある程度メタ
ンを生成する（4）。また、メチルアミンやペクチン分解時に生成されるメタノールから
もメタンが生成される（5）。このうちメタン生成の主原料となるのはH2とギ酸であり、
どちらも主要ルーメン微生物の発酵産物である。
　先ず、生成されたH2とギ酸をメタン菌以外の菌に利用させることを考えた場合、　H2
とギ酸では、メタン菌はH2の方をはるかに利用し易い。すなわち、メタン菌はH2に
対する親和性の方が高い（6）。従って、メタン菌によるこれらの物質の利用を減らしメ
タン菌以外の菌に利用させるためには、H2の利用について考えるよりもギ酸の利用に
ついて考える方が容易と考えられる。つまり、他菌がメタン菌とこれらの基質を競合す
る場合、ギ酸の場合の方が勝ち目が大きいと考えられる。ある種のルL－・一メン菌はフマル
酸還元のための電子供与体としてH2とギ酸を利用するが、フマル酸を電子受容体とし
た場合、H2に対する親和性はメタン菌よりもこれらの菌の方が低いので、これらの菌
はメタン菌とH2を競合することは不利である。しかし、ギ酸に対する親和性は、メタ
ン菌よりもフマル酸利用菌の方が高いので、菌数が等しい場合にはフマル酸利用菌の方
がギ酸を有利に利用できると考えられる（第3章）。
Clostridiumなどはギ酸をC1ユニット（炭素源）として取り込み利用する（7，8）。ルー
メンにもこのようなギ酸利用菌が存在するならば、そのギ酸利用を増加させることによ
りメタンの生成を減らすことができることになる。そうできれば、メタンとして捨てら
れるエネルギーが菌に利用されることになり、菌体タンパクとして反錫動物に有効に利
用されることになる。このような意味でも、ルーメン内でのギ酸の利用のされ方は重要
である。
また先に述べたように、ギ酸はH2と異なり電子処理生成物ではないが、その蓄積は
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H2以kに微生物を阻害する。以前我々が調べた結果では、10　mM以上のギ酸は
Rluminococcus　albusの増殖を抑制した（9）。またギ酸生成菌であるFibrobacter
succin　ogenesは培養している間に15mM以上のギ酸を蓄積し、それにより自身の増
殖が阻害された。ルー一一メン内にはギ酸を生成する菌が多いので、もしギ酸が消費されな
いならばルーメン内のギ酸濃度が高くなるであろう。もしギ酸がルーメン内に蓄積す
るならば、多くの微生物は阻害されると考えられるので、ギ酸の生成と消費のバランス
は非常に重要な問題である。そこで、先ず、ルーメン内でのギ酸の動向について検討し
た。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
　混合ルーメン微生物の採取と培養条件
　アルファルファヘイキューブ350g、乾草350g、および市販乳牛用配合飼料300g
から成る飼料を1日2回給餌したルーメンフィステルを装着したヤギ（体重65㎏）から
朝の採食前にルーメン内容物を採取した（10）。それをCO2通気下で4重ガーゼで搾っ
た液をルーメン液とした。この液をCO2通気下で39℃で30分間インキュベートした
後、上層部に浮ヒした飼料片を吸引除去した。下層部を混合ルーメン微生物画分とし、
これを嫌気的に基礎培地と1：3の割合で混合し、pHを6．9に調整した。基礎培地は、
以下の組成（g／Dのものを用いた。K2HPO4，0．45；KH2PO4，0．45；（NH4）2SO4，0．9；
NaCL　O・9；CaC12・2H20，0．12；MgSO4・7H20，0．19；トリプチケース　（BBL，
U．S．A．），1．0；酵母エキス（Difco　Laborat　orie　s，　U．S．A．），1．0；システイン，0．6。その
混合液をチモシー乾草粉末（ユ9／Dと市販乳牛用配合飼料粉末（19／D、グルコー一ス（1
9／Dとセロビオース（19／Dまたはセルロースパウダー（D－type，Advantec，　Japan：2
9／Dを添加した120　ntlバイアルに60　mlずつ嫌気的に分注した。培養は3連で行い、
39℃で培養した。培養中、PHを調整し6．5～7．0に保った。
　メタン菌阻害剤であるアンスラキノン（Anthraquinone；ATQ，　Nacalai　Te　sque，
Japan：10μ9／m1）（11）は混合微生物をインキュベートする前にバイアルに添加した。
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その方法としては、ATQのジエチルエーテル溶液をバイアルに添加し・ジエチルエー
テルを溜去することでバイアルにATQを添加した。メタン生成菌を完全に除去した混
合ルーメン微生物の培養液は下記のように調整した。グルコース（19／Dとセロビオー
ス（19／Dを基質とし、ATQを添加した基礎培地と混合ルーメン微生物画分を1：1の
割合で混合し、12時間インキュベートした。この培養液を新鮮な上記の基礎培地と等
量ずつ混合し、再び12時間インキュベートした。この培養液を用いて実験を行った時、
メタン生成は検出されず、H2が蓄積した。
　メタン生成菌の起源と培養条件
　メタン生成菌は下記の様に調整した。メタン生成菌の培養容器（30rn1）は特別に作製
した　（12，Sanshin　Kogyo，　Japan）。メタン菌の単離と培養のために、混合ルーメン微
生物をド記の組成（／Dの培地に接種した。K2HPO4，0．45　g；KH2PO4，0．45　g；
（NH4）2SO4，0．45　g；NaCl，0．9g；CaC　le・2H20，0．12　g；MgSO4・7H20，0．19　g；
NaHCO3，　2。5　g；酢酸ナトリウム，2．5g；ギ酸ナトリウム，2．5g；トリプチケース，lg；
亜セレン酸ナトリウム，2×10－4g；Coenzyme　M（Sodium
2－mercaptOethane－sulfonate），4．9×10”5　g；システイン，0．6g；Na2S・9H20，0．6　g；
クリンダマイシン（Clndamycin　・　HC1），2．3×10　8　g；バンコマイシン（V　ancornycin），
9，8×10－89；ビタミンおよびミネラル溶液（13）；VFA溶液（14）。CO2通気一ドで培
地を培養容器に分注し（10m1／容器）、H2ガス（40　m1）をシリンジで添加した、すなわ
ち培養容器の気相はCO2とH2が1：2（3気圧）となった。培地のpHは7．0に調整し
た。1週間毎に、培養液1滴をシリンジで抜き取り、新鮮な培地に植え継いだ。この作
業を2年間続けて、メタン生成菌を選抜した。鏡検により、少なくとも3種類のメタン
菌が確認された。また、メタン生成混合菌の染色体DNAを鋳型にし、古細菌の
16S－DNAユニバーサルプライマー（15，16）を用いてPCR反応を行った。増幅した塩
基配列を解析した結果、Me　th　an　obre　vibacter　rtlminan　tiumおよび
Me亡hanon沈roblum　mob∬の2種と高い相同性を示し、少なくともこれら2種類の菌
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が含まれていると考えられる。
　メタン生成菌の増殖実験では、上記の培地でギ酸ナトリウムを省いたものを調整し、
40　mMギ酸、40　m　mol／1（培養液）のH2、またはその両方を培地を含むバイアルに添
加した。培養は3連で行い、39℃で培養した。培養中、pHを調整し6．5～7．0に保っ
た。
　既知ルーメンバクテリア菌株の入手源と培養条件
　代表的なルーメン菌14種類を供試した。Ruminococcus　flavefaciens　FD－1は東北
大学農学部・扇元敬司教授から、Fibrobacter　s　uccin　ogenes　S－85、　Rumin　obacter
amylophtius　70、　Megasphaela　elsdenfiNIAH　1102、Ruminococcus　albus（ATCC）、
Streptococcus　boVis　JB－1、　S．　rumlnan亡ium　subspp．　rum加an亡加m　12561（ATCC）
（以ドS．nl　min　an　tium）、、B磁yrfvfbがo　fibris　01ve　n　s　19171（ATCC）、　Pre　vo亡ella
ruminicola　19188（ATCC）、Eubacterium　ceUulosolvens　HM－1、および
SucciniVibrio　dextrin　os　olvens　HM－1は茨城大学農学部・湊一教授から分譲されたも
のである。S．　ruminan　tium　s　ubspp．　lactiliytiαa　TH－1（以下S。　lac亡ilYtica）は、当研究室
で山羊から単離し、同定したものである（17，18）。Aoaerovlbがo伽01y亡ica　33276
（ATCC）およびVeiUonella　parvula　10790（ATCC）はATCCより購入した。
　山羊から採取したルーメン内容物を4重ガーゼで搾って得られた液を2回遠沈
（20，000×9，10rnin）し、その上清をルーメン液として用いた。上記の14種類の菌を
下記の組成（9／Dの培地で培養した。K2HPO4，0．459；KH2PO4，0．459；（NH4）2SO4，
0・99；NaC1，0．99；CaCl2・2H20，0．129；MgSO4・7H20，0．199；コハク酸，3．59；
トリプチケース，19；酵母工キス，19；システイン，0．69；ルーメン液，300m1。基質は
グルコース（29／D、セロビオース（29／D、または乳酸ナトリウム（159／Dを加えた。
培地のpHは7．0に調整した。菌の増殖は、600　nrn（OD600）における吸光度を測定す
ることにより見積もった。培養は3連で行い、24時間培養を行った。
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　発酵産物および生成ガスの定量
　生成された有機酸は高速液体クロマトグラフィー（High－performance　liquid
chrornatography；HPLC）によって分析した。サンプルとしては、培養液を遠沈
（20，000×9，10min）し、上清にスルホサリチル酸を6％となるように添加した後に、
遠沈（20，000×9，10min）した上清液を用いた。　HPLCの条件は以Fの通りである。
検出器；しW検出器（Model　800，　Jasco，　Japan）、波長；430　nm（A430）、カラム；
Ionpak　KC－811×2本、カラム温度；60℃、　RANGE；64　mV　，チャートスピード；5
mm／mm、移動相；3　mM　HCIO4、流速；1．O　ml／min、溶出液；125㎎プロムチモー
ルブルー（bromthymol　blue）／1　in　15mM　Na2HPO4、溶出液流速；1．5m1／min。有
機酸の定量のために、培養液（0．5ml）に10％スルホサリチル酸を加えた後、遠沈
（20，000×g，10　mir1）した。その除タンパク上清液を、　HPLCにより分析した。メタン
とH2はTCDを検出器とするガスクロマトグラフィーを用いて定量した。ガスクロマ
トグラフィーの条件は以下の通りである。カラム担体；活Jl生炭（Carbosieve－S，
Supelco，　lnc．，U．S．A．）、カラム長；11n、キャリアガス；CO2、カラム温度；80℃。
　データはSiglnStat　Statistical　Analysis　System（Jandel　Scientific，　San　Rafae　1　，
U．S．A．）を用いたTukeyの検定法により、　P〈0．05の基準で検定した。
　　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
混合ルーメン微生物の培養液中のギ酸濃度
乾草と濃厚飼料を基質とした混合ルーメン微生物の培養液中で、ギ酸濃度は6hまで
は徐々に増加し、その後時間と共に減少した（Fig．1－A）。ギ酸濃度はピーク時でさえも
極めて低かったので、ルーメン内では生成されたギ酸は素早く消費されると思われる。
給餌後異なる時間帯に山羊から回収したルーメン液中のギ酸濃度は5－20μMであり
（データ省略）、ギ酸はルーメン内には蓄積しなかったというCarro皿とHangateの結果
（19）と一致した。
乾草と濃厚飼料の変わりにグルコースとセロビオースを添加した時は、ギ酸のピーク
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はより高くなり・ピークの出現時間もより短くなった（3h）（Fig．1－A）。VFA生成量の
結果から（Fig．1－C）、糖を基質とした方がより速やかに発酵されること、培養初期のギ
酸生成速度はその消費速度よりも速いことが明らかになった。セルロースパウダーを基
質とした時は、他の2種類の基質に比べて発酵速度はより低下した。ギ酸が検出されな
かったことから、ギ酸消費速度が常にその生成速度を上回ると考えられる。どの場合に
おいても・メタン生成とVFA生成の間には相関関係が見られた（Fig．1－B）。これらの
結果はルーメン内で生成されたギ酸は素早くメタン菌に消費されることを示唆する。
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Fig．1．　Concentratio皿s　of　fbrmate（A）and　totai　VFA（C），　and　methane
production（B）in　cultures　gτown　with　hay　plus　．concentrate（●），
glucose　plus　cel置obiose（▲），　or　cellulose（■）．
ATQの添加がメタン生成の抑制と同時に、　H2とギ酸の蓄積をもたらしたことから
　　　　　　　　　　　　　　　　　　17
　Table　L　Eff㏄t　of　anthraquinone　on　the
miCr・・rganiSms　i　）
fermentation　of　sugars　by　mixed　ruminal
ATQ
（μ9／ml）
　Gas　produ㏄d
（mmo1〃cul・tUre）
　Formate
COnCentratlOn
　（mM）
VFA　produced2）
　　（mM）
H2 CH4 A㏄ Pro But Total　VFA?? 0．0
6．5＊
6．4
2．2＊
0．0
2．7＊
12，0　（61）　　5．4（27）　　2．3　（12）
9．2＊（54＊）　　6．0＊（35＊）　　18　（11）
9．7
7．0＊
1）Vaiues　represent　the　increase　during　incubation　with　l　g／leach　of　gluoose　and　cellobiose　for
　6h。
＊Different　from　control（P＜0．05，　n＝3）．
2）A㏄，Acetate；Pro，　Propionate；But，　B　utyrate．　Figures　in　parentheses　indicate　the　percentages
　in　to副VFA。
（Table　1）、ルーメン内ではギ酸はメタン菌に消費されると考えられる。　ATQの添加は
総VFA生成量を減少させ、この中でも特に酢酸生成を減少させた。この結果はH2の
蓄積によって引き起こされると思われる。しかし、プロピオン酸生成は減少せず、結果
としてプロピオン酸の割合の増加がみられた。これは下記のように説明できる。H2の
蓄積はプロピオン酸生成菌において代謝性水素（Metabolic　hydroge　n；［2　H］＝2H＋＋
2e－）の水準を高める（Fig．2）。即ち、菌体内のttig子圧”が増加した結果、ピルピン酸
脱水素酵素（Pyruvate　dehydrogenase）反応が抑制されると思われる。なぜなら、
　Sugars　　　　　　Acety1－CoA
　　↓　　　　ひ
　Phospho
enol－
［璽：：湘算，H】PDH
　　　↓　　　　　　　　Lactate　Fur皿arate
［2H］へ
　　Succinate　Acrylate
　　　　　＼ノー［2H】
　　　　　Propionate
　　　　　Fig．2．
Fomlate・…・・＞Ci　ul］it（Form　yl）
↓FDH
［2H］＋CO　2
2
1　・Elect・－pressure・
CH　4
　　　　　　　　　　C°2／Buty「ate
　　　　　　Acety1－CoA　－一一一一しAce楓e
Relationship　of　formate　to　propionate　production
FDH：For皿ate　dehydregenascPDH：Pyruvate　dehydr　ogenpse
l2H1：Me重abolic　hyti1　ogen　’（2e＋’2H）
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［2Hlはこの反応の生成物だからである。そして、ピルビン酸の蓄積がピルビン酸また
はボスホエノールピルビン酸（Phosphoenolpyruvate；PEP）からプロピオン酸生成経
路の流量を増加させたと思われる。
混合ルー一メン微生物によるギ酸の利用
混合ルーメン微生物をグルコースとセロビオースを基質として、ギ酸を含む培地で2
hインキュベートした時、全てのギ酸がメタン生成の増加と共に消費された（Table　2）。
メタン生成の増加がギ酸消費量と化学量論的に等しかったことは、ほとんど全てのギ酸
がメタン生成に用いられたことを示唆する。また、ギ酸の添加はVFAの生成にはト分
な影響を与えなかったが、これはおそらくH2が蓄積しなかったためであろう。
Table　2．　Utilization　of　forrnate　by　mixed　ruminal　microorganismsl）
Formate
（mM）
　Gas　produced
（mmol〃culture）
VFA　produced2）
　　（mM）
Added　ConsumedH2 CH4 Ace Pro But　　Total　VFA
0．0　　　0．O
lO．O　　　lO．0
?? 2．1
45＊
4．3（66）　1．5（23）　0．7（ll）　　　6．5
3．9（64）　L6（26）　0．6（10）　　6．1
1）Incubated　for　2h　with　l　g　／t　each　of　glucose　and　cellobiose．
＊Significantly　di　fferent　from　oontro1（P＜0．05，　n＝3）．
2）Ace，　Acetate；Pro，　Propionate；But，　B　utyrate．　Figures　in　parenthes　es　indicate　the　percentages
　in　total　VFA，
ATQの添加はギ酸の消費を抑制すると共にメタン生成を大きく抑制したので（Fig．3）、
ギ酸はほとんどメタンに代謝されると考えられる。メタン菌はH2を電子供与体として
利用し、電子受容体としてCO2を利用するが、これらはギ酸から生成し得る。他の適
当な反応系が存在しなければ、ほとんどのギ酸はメタン菌に利用されるであろう。
メタン菌によるギ酸の利用
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Fig。3．　Effect　of　ATQ　on　formate　utilization　by　m三xed　ruminal　microorganisms
　　　incubated　with　10mM　formate（without　sugars）．
　　　●：Control，▲：AIQ（10μg／m1）．
メタン菌がどのくらいギ酸を利用するかを調べるために、ギ酸を基質としてメタン菌
を増殖させた。Fig．4－Aに示すように、メタン菌の増殖は遅いのでギ酸はゆっくりと消
費された。増殖の初期段階では（24時間まで）、H2が蓄積し、メタンを検出することは
できなかった。その後、H2とギ酸の減少と共にメタン生成が増加し、培養開始後48　h
ではH2を検出できなくなった。これらの結果は、ギ酸は先ずH2とCO2に転換され、
その後メタンに転換されることを示唆する。また、この実験に用いたメタン菌はギ酸脱
水素酵素（Form　ate　dehydrogenase；FDH，　Fig．2）を持っていたと考えられる。　H2分
圧が高い時には、少量のギ酸が検出された（Fig．4－B）。これはFDHの逆反応が生じた
ことを示し、本実験で使用したメタン生成菌がFDHを持つことが確認された。予想通
り、メタン菌はギ酸よりもH2をより速やかに利用し、増殖が速くなった。この結果は
メタン菌がギ酸よりもH2を優先的に利用するという報告（20）と一致する。
ギ酸とH2の両方を基質として培養した時、培養初期段階のH2の減少速度はFig．
4－Bにおける減少速度に比べて遅かった。H2がFig．4－Aと同じように蓄積したことは、
FDHの反応速度がメタン形成の速度よりも速いことを示す。培養開始後24　h以後では、
ギ酸とH2の両方がメタン生成に利用された。ギ酸はH2分圧に関わらず利用された。
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Fig．　4．　Methane　production　from　H2　and／or　formate　by　methanogens．
　　　　　　Substrate：40mM　formate（A），40m　mo1〃culture　of　H≧（B），　or　40mM　formate　and　40m　mol〃culture　of　H2（C）．
　　　　　　■：Formate，▲：Hh，　and●：Methane．
ギ酸が存在しなかった時（Fig．4－B）にギ酸がH2から形成されたことを考えると、これ
らのメタン生成菌のFDHの平衡はH2形成に強く傾いていると考えられる。
　メタン菌以外の微生物によるギ酸の利用
ギ酸がメタン生成菌以外のルーメン微生物にも利用されるかどうかを調べるために、
ATQを用いてメタン生成菌を完全に取り除いた混合微生物の培養液をギ酸と共にイン
キュベートした。Table　3に示すように、ギ酸がH2（とCO2）に転換されたことはメタ
ン菌以外にもFDHを持つルーメン菌が存在することを示す。ギ酸の減少量はH2の増
加量とほぼ等しかったので、ギ酸のC1ユニットとしての利用は、仮にあったとしても、
小さいであろう。
Table　3．　Formate　utilization　by　mixed　rumina1　microorganisms　other　than　methanogens　i）
Formate（mM）H2　produced
Added　Consumed　（m　mol〃cu1田re）
O．O
lO．0
?? ??
1）cultures　pretreated　with　ATQ　were　incubated　for　6h　without　sugars．
ATQで前処理した培養液をグルコースとセロビオースで増殖させた場合には、　H2が
蓄積し（Table　4）、プロピオン酸の割合はTable　2に示す値よりも高かった。この条件
下でのギ酸の添加は総VFA、特に酢酸の生成を減少させた。この結果はTable　1と一
致する。ギ酸は、10rnMではルーメン微生物にとって有害ではないので（9）、高分圧の
H2が発酵を抑制したものと思われる。　Table　1の結果と同様に、プロピオン酸の生成割
合が増加したことから、高分圧のH2がプロピオン酸の生成割合を増加させたものと考
えられる。
たとえ、ギ酸が一旦H2に転換されたとしても、プロピオン酸生成菌およびコハク酸
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Table　4，　Effect　of　fomate　on　VFA　prOduction　by　mixed　ruminal　microorganisms　other　than
methanogeni）
Formate（20mM）H2　produced VFA　produced2）（mM）
Added　Consumed　　（m　mol〃culture）　　A㏄P o But　　Total　VFA
0．0
10．0
???? 5．O
lO．6
5，1　（52）　3．7（38）　1．0　（10）　　9．8
35＊（43＊）　　3、9　（48＊）　　0．7＊（　9）　　8．1＊
Dcultures　pretreated　with　ATQ　were　incubated　for　3h　with　19／1each　of　glucose　and　cellobiose．
塞Different　from　control（P＜0．05，　nニ3）．
2）Ace，　Acetate；Pro，　Propionate；BuちButyrate，　Figures　in　parenthes　es　indicate　the　percentages
　in　to囮1　VFA，
生成菌はH2から生じた［2H］を用いるので、メタン菌とH2を競合することになる
（Fig．2）。従って、プロピオン酸生成菌とコハク酸生成菌の数を増加させることが可能
ならば、たとえH2に対する親和性がメタン菌よりも低くても、メタン生成を減らすこ
とができるであろう。ギ酸に対する親和性はメタン菌よりもフマル酸還元菌の方が高い
ので（第3章）、このような菌は有効である。微生物環境を考えると、プロピオン酸生
成菌やコハク酸生成菌自身によってギ酸から転換されたH2の消費については、これら
の菌の方がメタン菌よりも有利であろう。これらの菌のギ酸消費量はメタン菌に消費さ
れるギ酸量に比べてはるかに大きいはずである。
既知ルーメンバクテリア菌株によるギ酸利用
主要ルーメンバクテリア菌株を単培養でOD600値が0．5になるまで培養した後、10
mMギ酸を添加し、　O　D600値が1．2になるまで更にインキュベーションした。　Table　5
に示すように、F．　s　uccin　ogenesはギ酸利用能が最も高かった。この菌ではコハク酸生
成が増加しており、ギ酸がフマル酸還元のための電子受容体として用いられると考えら
れる。おそらく、高1電子圧rrがフマル酸の還元速度を高め、　PEPからフマル酸への流
量を増加させたと考えられる。
S・　run］inantiurn、　V．　parVula、　S．　lactilYtica、およびA伽oMf（raのようなプロピオ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　23
Table　5．　Utilizatlon　of　formate　by　indi　vidual　ruminal　bacteriai）
Substrate
　（9〃）
Formate
utilized
（mM）
Cellulohytics
　R．albus
　R．flavefaciens
　F．succinogenes
　E．ce伽losolvens
Sa㏄harolytics
　s．ruminantiu〃1
　B．．fibrisolve〃∫
　1）．ru〃liniCota
　S．dextri〃0∫0’ve〃S
　S．わov’∫
　1～．α〃iytophitus
Lactate　utl　lizers
　ル1．etsdenii
　v．　parvula
　s．kzctilytica
　A．勿o嫉cα
Cellobiose（2）
Glucose（2）
DL－Lactate（10）
??
??
1）Grown　to　full　growth，
ン酸生成菌によるギ酸利用は比較的少なかったので、メタン菌以外の混合ルーメン微生
物系におけるギ酸の利用は少なかったと思われる。供試した他のバクテリア同様、これ
らの菌における電子受容反応は電子供与体の増加によって大きく増加することはないと
思われる。おそらく、発酵は厳密に調節されており、酸化と還元は十分にバランスがと
れているのであろう。しかし、適切な電子受容体が供給された場合には、H2やギ酸の
利用は増加するかもしれない。フマル酸およびリンゴ酸のような電子受容体がメタン生
成に及ぼす影響は第3章で述べる。
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第2章．ルーメン微生物によるグリオキシル酸回路の
　　　　　　　　関連物質からのギ酸生成
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序1
前章で述べたように、ギ酸はH2とならぶメタン生成の重要な基質である。混合ルー　一一t
メン微生物の培養液にギ酸を加えた時、ほとんど全てのギ酸がメタンにすばやく代謝さ
れた。多くのルーメン菌がギ酸を生成するが（18）、ルーメン内のギ酸生成はH2生成よ
りも少ないと思われる。しかし、ギ酸生成の減少はメタン生成を減らすためにも重要と
考えられる。ギ酸は電子受容産物ではないので、ギ酸生成の抑制はH2生成の抑制より
もルーメン発酵に及ぼす影響は少ないと考えられるからである。
ギ酸はEsucCln　ogenes（21）やS．　bovis（第2部第3章）のピルビン酸ギ酸開裂酵素
（Pyruvate　fonrnate－lyase；PFL）によって生成される。おそらく、ギ酸を生成する他
のルーメン菌もPFLを持つと思われるが、他のギ酸生成経路も存在するかもしれない。
ある種の非ルーメン菌はグリオキシル酸経路を持ち、グリオキシル酸からシュウ酸やホ
ルミルーC。A（fo㎜yl－CoA）を経由してギ酸を生成することが知られている。しかし、
ルーメン菌におけるグリオキシル酸サイクルの存在については調べられていない。
そのため、本章ではルーメン微生物のギ酸生成経路の有無を明らかにすることを目的
とした。ギ酸は、混合ルーメン微生物系では蓄積しない中間生成物なので、グリオキシ
ル酸サイクルに関連した化合物からの最終生成物を調べ、in　vitro実験によりそれらの
化合物の代謝経路を推定した。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
混合ルーメン微生物の調整は第1章に記載した通りに行った。すなわち、山羊から採
取したルーメン内容物を4重ガーゼで搾って得られた液を基礎培地と1：3の割合で混
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合し、pHを6．9に調整した・混合液をグルコース（19／D、セロビオース（19／D、お
よびTabieユに記した基質を添加した120　mlバイアルに60　mlずつ嫌気的に分注した。
これらの基質はあらかじめ120mlバイアルに添加し、　CO2で一晩置換した。培養は3
連で行い、39℃で培養した。培養中、pIIを調整し6．5～7．0に保った。
メタン菌阻害剤はATQを使用した。　ATQは第1章と同様に調整し、培養液に添加し
た。加えて、メタン生成菌を完全に除去した混合ルーメン微生物の調整も第1章で述べ
たように行った。
　発酵産物および生成ガスの定量
　発酵産物とガスの定量、およびデータの検定は第1章に述べた通りである。シュウ酸
の定量は以下の条件でHPLCにより解析した。検出器；示差屈折率検出器（Mode1
830－RI，　Jag．　co，　Japali）、カラム；Ionpak　KC－8　1　1×2本、カラム温度；50℃、チャー
トスピー一一ド；5mm／min、溶出液；50　mM　HCIO4、流速；1．O　m1／min。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［結果］
　メタン菌を含む混合ルーメン微生物の培養液にグリオキシル酸サイクルに関係した化
合物を添加した時、ギ酸を検出することはできなかった（Table　1）。この結果はギ酸は
素早くメタンに代謝され、ギ酸の生成速度は消費速度よりも遅いという前章の結果と一
致する。そこで、以下の実験はメタン生成菌を完全に抑制した培養により行った。
　1．クエン酸からのギ酸生成
混合ルーメン微生物の培養液をATQの存在下で、10　mMクエン酸を添加して、イ
ンキュベートした。培養後6hでは、9　mMクエン酸が消費され、3．O　mMギ酸、18．9
mM酢酸および6．O　mmol／1のH2が生成されたが、メタンは検出されなかりた（Table
2）・基質と生成物間の化学量論的関係から考えられるクエン酸の主要な発酵経路を
Fig・Lへに示す。クエン酸はクエン酸開裂酵素（Citrate　Iyase）によってオキサロ酢酸
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Table　1．Fermentation　products　from　compoundS　related　With　the　91yoxylate　cycle　by　mixed　ruminal　microbes　incubated　for　6h
Substrate　Substrate
consumed（mM）
Fermentation　products＊1（mM）＊2
H2 CH4SUCIACFORACEPROBUT
　　　Citrate　　　　　　　ユ0．0　　　　　　　　　　　　0．0　　　　　2．0　　　　　0．0　　　　　0．0　　　　　0．0　　　　20。4　　　　　0．0　　　　　0．O
　　　Isocitfate　　　　　　5．2　　　　　　　　　　0．0　　　　1．3　　　　0．5　　　　α0　　　　0．0　　　　9．2　　　　0．7　　　　0．4
　　　2－Oxo9璽utalate　　　3．1　　　　　　　　　　　　0・0　　　　　1・0　　　　　0・0　　　　　0・0　　　　　0・0　　　　　55　　　　　0・3　　　　　0・4
　　　Malate　　　　10．0　　　　　　　0，0　　－3。0　　　5．0　　　0．0　　　0．0　　　05　　　4．3　　－0，2
　　　GlyoxyIate　　　　　　6．0　　　　　　　　　　　　0・0　　　　　0・0　　　　　1・3　　　　　0・0　　　　　0・0　　　　－5・8　　　　　5・0　　　　　0・3
　　　0xalate　　　　　　10．0　　　　　　　　　　　0．0　　　　25　　　　　0．0　　　　0．0　　　　0．0　　　　0．0　　　　0．1　　　　0．0
ら　コロ．ロロ－－ロ．　コロ．．ロロロ，ロ　　コリ．ロ’の　ロコロロロ．ロ’．　．ロコ‘ロ－－ロ．．－ロ．．．ロロ．ロロロコ．　コ．ロロコ－－　－コロ　　．－－コロ．e－の　－I－－コ．ロのロ　－’－’ロ　ロ－ロロロ．ロロ．－ロコ－コ’ロ　コ．コ　　．．’－－ロ’ココ　ロロ．．り　ココ　．’
　　　None（control）　　　　　　　　　　　　　0・0　　　6・7　　　0・3　　　0・0　　　0・0　　　14・3　　　3・8　　　2・1
＊1Suc，　Succinate；Lac，　Lactate；For，　Forrnate；Ace，　Acetate；Pro，　Propi　onate；But，　Butyrate
＊21ncrease　in　fermentation　productS，　compared　With　control　vaIues，　are　shown（m　ean，　n＝3）
??
Table　2．Fermentation　products　from　compounds　related　with　the　glyoxylate　cycle　by　mixed　rurninal　microbes　incubated
fbr　6h　in　the　resence　of　anthra　uinone
Substrate　　Substrate
consumed　m
Fermentation　roducts＊1　mM＊2
H2 CH4SUCLへC FORACEPROBUT
Citrate
Isocitrate
2－Oxoglutalate
Malate
Glyoxylate
Oxalate
None（contr・1）
9．0
5．2
3．8
10．0
7．0
9，0
．．．刷，．一曽一脚一騨弓一■幽■一幽・・．一・畳．・・匿馴匿口．・．・■胴口，胃■冒．．一，・，，■一一一一・・■口口・・．，，“一一冒噛ロ齢一一q■一麓画oo●．賃爾暫・．9r・”一観ら・8口．口■一會一．‘國■■・■■．鱒ロ凹．口暫■冒暫σ．贋脚．一一■一冒曽脚胃幽駒，“一幽一■・
6．0
3．1
3．2
－9．7
－25
2．6
10．0
0．0
0．0
0．O
O．0
0．0
0．0
0．0
0．0
0．0
0．0
6．9
1．8
0．0
0．1
?』?????3．0
2．1
0．5
0．0
0．0
6．2
3．7
18．9
9．6
7．1
0．0
－4．7
0．0
10．0
???
???
???
???
???
???
?
?????????????????，????????????
Q◎ﾘ
＊1Suc，　Succinate；Lac，　Lactate；Fo　r，　Formate；Ace，　Acetate；Pro，　Propionate；But，　Butyrate
＊21ncrease　in　fermentation　products，　compared　With　control　values，　are　shown（mean，　n＝3）
（A）
　　　　　　　　　　　　　CO2　　　　　　　F。n。a、。（，．。），∠．（6．。）
　　　騰愚一
（B）
Phosphoenol
pyruvate（4・7＊）
Oxaloacetate
　文
（4．7＊）
　　　　　　CO2F。m。、。（，．1）21k（，。1）
　7＊）　　　　（05＊）
　（4．7＊）
Acetate（9．6　vs　9．4＊）
　（4．7＊）’
PrOP孟onate
Gly麗1。，，y
　　↓（α5＊）
F澗e
Citrate（4．7＊）
　　＼
Isocitrate
　（5．2）
　　　　　Fjg．1．　Possib　le　fermentatjon　pathways　of　citrate（A）and　isocitrate（B）．　Numbers血
　　　　　　　　parentheses　ildicate　the　stoichiemeuic　relationship（arnou皿ts　of　con4）ounds，
　　　　　　　　皿M）：Nu㎡）ers　with　and　without　an　asteゴsk　kmply　the　theoretical　and
　　　　　　　　dete皿ined　va亘ues，　respeCtiveiy．
とアセチルーCoAに開裂されたと考えられる。酢酸の定量値（18．9mM）は9．OmMク
エン酸が代謝された時に生じるであろう酢酸生成の理論値（18．OmM）とほぼ等しかっ
た。プロピオン酸やクエン酸は検出されなかったので、クエン酸はイソクエン酸にはほ
とんど代謝されなかったと思われる（Fig．4）。ギ酸はPFL反応によって生成され・続
いてFDHによってH2に転換されると思われる。しかし、　H2の蓄積がFDHの正反応
を抑制し、おそらくギ酸の蓄積をもたらしたのであろう。
2．イソクエン酸からのギ酸生成
10mMイソクエン酸をクエン酸の代わりに加えて培養した時、培養開始後6hでは
5．2mMのイソクエン酸が消費され、2．1mMのギ酸、9．6mMの酢酸・0・5mMのプ
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此わ酸、および3．1　inmol／1のH2が生成された（Table　2）。ギ酸とH2の定量値の
合計（5．2n1M）はFi91Bに示した化学量論的関係から計算された理論値とまったく等
しかった。この場合、ギ酸の一部（約10　％）はグリオキシル酸を経由して生成されると
推定された。イソクエン酸は、おそらくイソクエン酸開裂酵素（lsOCitrate　lyaSe）の反
応によってグリオキシル酸とコハク酸に転換される。同様に、酢酸の定量値（9，6mM）
は理論値（9．4mM）とほぼ等しく、イソクエン酸は主にFig．1－Bに示した経路を経由し
て代謝されると推定される。
3．2一オキソグルタール酸からのギ酸生成
　⊥OmMの2一オキソグルタール酸を培養液に添加した時、7．1mM酢酸、0．3　mMプ
ロピわ酸、0．5mM糠、3．2　mmo1／1のH2が3．8mMの2一オキソグルタール酸か
ら生成された（Table　2）。この結果は2一オキソグルタール酸はイソクエン酸に転換され、
Fig．1－Bに示した経路を経由して代謝されるという仮定と一致した（Fig．2）。理論値
（mM）と定量値（mM）は、それぞれ酢酸では7．1と7．0、H2では3．7と3．8であった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　CO2　　　　　　　（α3りF。，m。t。（α，）ゐH，（，，2）
　　　　働幣7丘畿蓋i論
　　　Formate4－一一Glyoxylateぐ一麗一2－Hydroxyglutarate
　　　　（0．3＊）　　　　　（0．3＊）
Hg　2．　Possible　femen旧don　pa血ways　of　2－oxoglu囲ate．　Numbers　in　paren出eses
　　indicate　as　noted　in　Fig．1．The　mark，×，indicatcs　lhat　the　rcac蛙on　was
　　negligible．
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あるバクテリアでは、2一オキソグルタール酸は2一ヒドロキシオキソグルタール酸を経
由してグリオキシル酸に代謝されることが知られているが・ルーメン菌はこの経路を持っ
ていないと思われる。
4．リンゴ酸からのギ酸生成
　グリオキシル酸サイクルの1員であるリンゴ酸の場合、ギ酸は検出されず、9．7
mmol／　1のH2が消費された（Table　2）。6．9　mMのコハク酸と3．4mMのプロピオン酸
が10mMリンゴ酸から生成された（Fig．3）。この結果は、全てのリンゴ酸がフマル酸
を経由してコハク酸またはプロピオン酸に転換されることを示し、CallawayとMartin
により報告された結果（22）および第3章の結果と一致する。ギ酸は検出されなかった
ので、リンゴ酸はオキサロ酢酸やPEPにはほとんど転換されなかったと思われる。
　　　　　　　　（A）
　　　　　　　　　Phosphoenol　pyruvate
　　　　　　　　　　慈　　 　　 　　 　Oxaloacetate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Prop1　onate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑（3・4）
　　　　　　　　　　　糊e－→Fu　ateπS鴇ate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9．7）
　　　　　　　　（B）
　　　　　　　　M＿F＿慧：灘：：：］（・…v・・4…）
　　　　　　　　　（4．7＊）　　　　　　　　潔辱瀞
　　　　　　　　　　　　　慧ン　
　　　　　　　　　　　　　　（Z3＊）
　　　　Fig．3，　Possib蓋e　fヒnrlentation　pathways　of　malate（A）and　glyoxylate（B）．　Numbers血
　　　　　　parentheses並dicate　as　noted　jn　F塩．1．　The　mark，　x，ildicates　that　the　reaction
　　　　　　was　negligible．
5・グリオキシル酸からのギ酸生成
　10mMのグリオキシル酸を加えた時、7．OmMのグリオキシル酸が消費され、3．2
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mMのプロピオン酸と1．8　mMのコハク酸が生成された。しかし、4．7rnM酢酸と2．5
mrno1／1のH2が消費された。この結果から、グリオキシル酸はFig．3に示すような代
謝経路を経由すると推定される。その推定の根拠は次の通りである。即ち・4．7mMの
酢酸が消費されたということは、4．7　mMのグリオキシル酸がリンゴ酸に代謝されたこ
とを示す。前節で述べたように、リンゴ酸はフマル酸に転換され、続いてコハク酸とプ
ロピォン酸になるはずである。フマル酸を還元するためには、フマル酸と等モルのH2
（4．7　mmol／1）が利用されなくてはならない。消費されたグリオキシル酸の残り（2．3
mM）はシュウ酸を経由してギ酸に転換され、　H2に代謝されたと考えられる。シュウ酸
を経由して生じるH2の量（2．3㎜ol／1）と、瀕されたH2の量（2．5mmol／1）の合計
はフマル酸を還元するために必要なH2量（4．7mmol／1）と等しかった。プロピオン酸
とコハク酸の定量値の合計（5．O　mM）は理論値（4．7mM）よりもわずかに高かったが、
これはおそらく実験誤差であろう。
6．シュウ酸からのギ酸生成
9．O　mMのシュウ酸が消費された時、6．2　mMのギ酸と2．6　mmol／1のH2が生成され
た（Table　2）。この結果は、シュウ酸の大部分がギ酸となり、更にH2に転換されたこ
とを示す。ルーメンから単離されたシュウ酸分解菌Oxa　lobacter　fOimigene　sはシュウ
酸をギ酸とCO2に分解することが知られている（23）。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［考察］
以上の実験結果から、ギ酸はクエン酸、イソクエン酸、2一オキソグルタール酸、グリ
オキシル酸、およびシュウ酸のようなグリオキシル酸サイクルに関連する有機酸からも
生成される。全体の代謝マップをFig．4に示した。これらの結果は、メタン生成菌を除
去した混合ルーメン微生物系を用いて得られたのであるが（Table　2）、メタン菌存在時
にも同様な発酵産物が得られたので（Table　1）、通常のルーメン内でも同様にギ酸が生
成されると考えられる。
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　　　　　　　　　　CO2讐磯…te慨，etate
Phosphoellol　Acetyl－CoA
pyruvat・・K。xal。acetat。〉’‘”’一一一　g／gtr。te
kM蓋にGLY・XYLATECYC軌
　　　　　　　　　　　　　トCO2
　　　　　　　　　　　F・rmat・マH・
　　　　　　　　　　　　　　　　　CO2
F蓋9．4．（）ve訟n　metaboHc　11凱p　around　the　gIyoxyねte　cycle　suggested　by　th蛉study・
　　The　mad～x，indicates　that　the　react｛09　was　negligible・
ルーメン内ではギ酸は主にPFL反応によって生成されると考えられるが、植物は上
記のような有機酸を含むので、グリオキシル酸経路からのギ酸の生成も無視できないで
あろう。加えて、これらの有機酸はアミノ酸の分解によっても生じる。特に、シュウ酸
からのギ酸生成は抑制する必要があると思われる。なぜなら、反鋼動物が摂取する植物
性飼料の多くはシュウ酸を含んでおり、多いときには反鋼動物に毒性症状を及ぼすこと
もあるからである（24）。シュウ酸は、ルーメン微生物による核酸の分解によっても生
成される可能性がある。
　シユウ酸を多く給与した反鋼動物ほどシュウ酸に対する耐性が増加したという報告が
ある（24）。この事実は、シュウ酸脱炭酸酵素（Oxalate　decarboxylase）の合成が基質
であるシュウ酸によって高められるか、あるいはシュウ酸分解菌の増殖がシュウ酸によっ
て促進されることを示唆する。これはシュウ酸に対する防御機構として重要である。し
かし、メタン生成の抑制という観点からは、シュウ酸がグリオキシル酸とリンゴ酸を経
由してプロピオン酸に代謝されることが望ましい（F量9．4）。ところが、シユウ酸からの
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プロピオン酸生成は・たとえあったとしても、極めて少ないことが本実験により示され
た（Table　1　and　2）・しかも、シュウ酸をグリオキシル酸に転換する酵素、たとえば広
い基質特異性をもつL一乳酸脱水素酵素（Lactate　dehydrogenase；LDH）のような酵素
を遺伝子操作によってルーメン微生物に導入すれば、シュウ酸からのプロピオン酸の生
成は増加するはずである。
　グリオキシル酸の約3分の2がリンゴ酸に転換され、更にプロピオン酸に代謝された
（Fig．3－B）。リンゴ酸合成酵素（Malate　synthase）の活1生を高めることができれば、グ
リオキシル酸からリンゴ酸の生成が更に増加し、ギ酸の生成が減少するはずである。イ
ソクエン酸と2一オキソグルタール酸を添加した実験では、リンゴ酸合成酵素の存在を
確認することはできなかったが（Fig．1－B　and　2）、リンゴ酸合成酵素の活性を増加すれ
ば、これらの基質から、グリオキシル酸を経由したリンゴ酸の生成が増加し、ギ酸生成
が減少すると考えられる。
本実験の結果から、ギ酸生成の抑制はルーメンからのメタン生成を減少させるための
有効な手段の一つとなり得ると考えられる。
34
第3章．ルーメン微生物によるメタン生成に対する
　　　　　　　　　フマル酸添加の影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
緒言で述べたように、メタン生成を抑制する方法としてはH2やギ酸をメタン生成以
外の還元反応系に利用させることが考えられる。そのような還元反応として、フマル酸
からコハク酸を経てプロピオン酸を生成する反応が考えられる。
　これまで、ルーメン微生物混合系にフマル酸を添加した場合、フマル酸は電子受容体
として作用するがメタン生成は減少しないと、CaUawayとMartin（22）により報告さ
れている。しかし、フマル酸は日本では比較的低コストで利用できるので、添加量を増
やすことにより、メタン生成を抑制する飼料添加物として用いることが可能かもしれな
い。このため，本実験では混合ルーメン微生物を用いた加競ro実験によって、ルーメ
ンからのメタン生成の抑制剤としてフマル酸を使用できるかどうかを検討した。また、
フマル酸添加によるメタン生成の抑制を更に増強するためにはルーメン微生物のフマル
酸還元能を増強する必要があるかもしれない。この手段としては、フマル酸還元酵素
（Fumarate　reductase）活性の増強とルー一メン内でのフマル酸還元菌の菌数を増大させ
ることが考えられる。このためには、どの微生物がどのくらいフマル酸還元能を有し、
どのように改良すればよいか知る必要がある。そこで、各ルーメンバクテリア菌株の電
子受容体としてのフマル酸の利用能も調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
混合ルーメン微生物の調製および培養方法は第1章に記載した通りに行った。炭素源
かつエネルギー源として、チモシー乾草およびアルファルファヘイキューブを破砕し、
粉末状にしたものを各19／1および市販乳牛用配合飼料39／1を基質としてバイアルに
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添加した。これらの基質はあらかじめ120　ntlバイアルに添加し、　CO2通気下で一晩置
換した。
混合プロトゾアおよび混合バクテリアの調製
山羊から採取したルーメン内容物を4重ガーゼで搾って得られた液11に米デンプン
⊥．Ogとグルコース0．5gを添加した後、0．7％生理食塩水500m1（39℃）と混合して
39℃で1時間インキュベートし、浮上した飼料片を除去した。プロトゾアとバクテリ
ァを分離するために、この残液を低速遠沈（500×g，5　min，室温）し、回収した上清部
分を氷冷した。もう一度低速遠沈して残存プロトゾアを除去したものを「混合バクテリ
ア液」として供試した。沈殿部分は、回収した上清液と等量の塩類液で3回洗浄し、
「混合プロトゾア液」とした。　「混合プロトゾア液」の菌体密度は5×105菌／lnlだっ
た。塩類液としては、以下の組成のものを煮沸して溶存酸素を追い出し、CO2置換し、
39℃に保温していたものを用いた（g／1：KH2PO4，4；NaCl，0．5；MgSO4・7H20，0．1
；CaC12・2H20，0．1；Na2HPO4・12H20，10；Na2CO3，0．5）。　「混合プロトゾア液」
は、「混合バクテリア液」と微生物量がほぼ等しくなるような量の塩類液に懸濁して用
いた。「混合プロトゾア液」からもメタンは生成されていたが、これはプロトゾアの細
胞内に共生するメタン生成菌によるものと思われる（26，27）。
混合バクテリアの培養は上記の培地で飼料の代りにグルコースとセロビオースを各1
9／1添加して、同様な方法で培養した。混合プロトゾアの培養には基礎培地に可溶性デ
ンプンと米デンプンを各1g／1添加して、同様な方法で培養した。
既知ルーメンバクテリア菌株の入手源と培養条件
代表的なルーメン菌15種類を供試した。侃succin　ogenes　29543はATCCより購
入した。他の14種類のルーメン菌株の入手源は第1章に述べた通りである。これらの
菌は50　n’｝1ワクチンバイアルに培養液30mlを入れ、バッチ培養法で各菌を39℃で嫌
気的に培養した。W．　s　uccin　ogenesを除いた14菌は第1章に記載した基礎培地で培養
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した。基質としてグルコース（29／D、セロビオース（29／D、または乳酸ナトリウム（15
9／Dを加えた・培地のpHは7・0に調整した。1既sαcdnogenesは基礎培地に30　mM
フマル酸と40　m　mol／1のH2または30　m　Mフマル酸と40　mMギ酸を加えて培養し
た。菌の増殖は、600nrnにおける吸光度を測定することにより見積もった。培養は3
連で行い、24時間培養を行った。
メタン生成菌の起源と培養条件
メタン生成菌の起源と培養方法は第1章に述べた通りである。メタン生成菌は40
mMギ酸または40　m　mol／1のH2を基質として培養した。
フマル酸還元菌とメタン生成菌のH2とギ酸に対する親和性の測定
F・　succin　ogenes・S．　ruminantium、　S．　lactilyti（ra、　V．　parv・ulaおよびメタン生成菌
はODが約1．0となるように培養し、　W．　s　u　ccin　ogenesはODが約0．5となるように
培養した。フマル酸還元ルーメン菌は上記の基礎培地に30　mMフマル酸と40　m　rno1
／1のH2を添加して培養した。メタン生成菌は上記の培地に40　m　mol／1のH2を添加
して培養した。残存するH2を取り除くために気相をCO2に置換し、種々の濃度のH2
またはギ酸を添加した。この時点ではほとんどのフマル酸が消費されていたので、フマ
ル酸を30mMとなるように添加し、39℃でインキュベーションを開始した。培養液の
溶存H2を多くするために、インキュベーションの間、撹搾は激しく行った。すなわち、
バクテリアがバイアル内のガスと常時接触するようにした。インキュベーションは6
時間行ったが、この間菌体量（OD）はほぼ一定であった。インキュベーション開始から
15分間隔で気相0．5m1を回収し、　H2濃度を測定した。また、培養液0．5m1を回収し、
HPLCによりギ酸濃度を測定した。
H2とギ酸の消費の見かけのKrn値は、基質濃度の逆数に対するそれらの基質の消費
の初速度の逆数をプロットしたLlneweaver－Burl（プロットから算出した。
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フマル酸還元ルーメン菌とメタン菌との共培養
H2とギ酸に対する親和性の測定時と同様に、　F．　succin　ogenes、　S．　rum加aη亡fum、
S．　lactasTi（n、　V．　parvulaおよびメタン菌はODが約1．0となるまで培養し、1尼
succin　ogenesはODが約0．5となるまで培養した。各フマル酸還元菌の培養液30　ml
を、120　mlワクチンバイアル内で培養したメタン菌の培養液30　m1と混合し、フマル
酸を30mMとなるように添ガした。　H2ガスは、馳11あたり40　mmolになるよう
に注入した。また、ギ酸は40rnMとなるように添加した。培地のpHを6．9に調整し、
39℃で嫌気的に12時間培養した。コントロールとしてメタン菌のみを培養する場合に
はメタン菌の培養液に菌を摂取してないフマル酸還元菌の培地を等量添加した。
発酵産物、生成ガス、およびフマル酸の定量
発酵産物とガスの定量、およびデータの検定は第1章に述べた通りである。フマル酸
の定量は、第1章で述べたIonpak　KC－811×2本のカラムをDE－613（Jasco）に変更し
て、HPLCにより分析した。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
混合ルーメン微生物系におけるメタン生成に対するフマル酸の影響
乾草粉末と濃厚飼料を添加した培養液に20mMフマル酸を添加すると、メタン生成
は大きく減少し、プロピオン酸の生成が増加した（Table　1）。化学量論的関係から、消
費されたフマル酸の大部分がプロピオン酸に代謝され、酢酸や酪酸生成に用いられたフ
マル酸量はわずかであると考えられる。20mMフマル酸を添加した場合はコハク酸の
生成量は少量であったが、フマル酸を30mMに増加した時にはコハク酸生成量が増加
したことから、コハク酸からプロピオン酸への代謝の速度はフマル酸の還元速度よりも
はるかに遅いと考えられる。しかし、インキュベーション時間を12時間に延長したと
ころ、コハク酸の大部分がプロピオン酸に代謝された（Fig．1）。
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Table　1，EffectS　of　the　addition　of　fumarate　on　fermentation　o　f　hay　powder　and　concentrate
by　miXed　microorganisms　incubated　for　6　h・
Fumarate　mM）Methane（㎜olOrganic　acid　produced1（mM）
Added　Consumed〃of　culture）　SucAcePro But　Total
Fnal
pH2
　0
　20
　30
SEM
16．Ob
27．oa
O．68
15．2a
14．4b
135c
O．17
0．0
4．7b
17．8a
O．40
29．3b
33．oa
32．6a
O．43
12．7b
19．8a
20．oa
O．43
6．7a
6．1a
6．6a
O．25
48．7c
63．6b
77．oa
O．92
6．3a
6．4a
6．6a
O．07
a，b，c　Means　Within　columns　With　no　common　superscript　l　etters　differ（P＜0．05；n＝3）。
1Suc＝succinate，　Ace＝acetate，　Pro＝propionate，　and　But＝butyratc．
　㎞crease　from　the　initial　concentration．
21nitial　pH　was　6．9．
??????。?????
50
40
30
20
10
0
0 3 6 9 12
暇me（h）
fig．　1．　Metabolism　of　added　fumarate（30mM）to　propionate　by　mix　ed　microorg　anisms
　　　　　used　to　ferment　hay　a皿d　concentrate．　Legend：Fumarate（●），　succinate（■），
　　　　　and　propionate（▲）．　Bars　indicate　SE．　Means　with　no　common　letters（a，　b，c，　d）
　　　　　differ（P＜0．05；n＝3）。
混合バクテリアおよび混合プロトゾアからのメタン生成に対するフマル酸の影
?
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Table　2．　Effects　of　the　addition　of　fumarate　on　femmentation　of　glucose　plus　cellobiose　by　mixed　bacterieg
and　on　ferrnentation　of　soluble　starch　plus　rice　starch　by　mixed　protozo亀incubated　fbr　6　and　12　h，　respectively・
Fumarate
（mM）
　　Gas　produced
（mmol／　1　of　cUlture）
Organic　acid　produced1
　　　　　　　（mM）
Final
pH2
Added　ConsumedH2 CH4 SucLacAce ProBut　Tota1
Bacteri　a
SEM
??
19．8
0。0
0．0
0．00
115
6．6＊
0．ユ8
1．3
13．9＊
0．40
0．1
0．1
0．01
13．4　　4．3
15．1　　12．9＊
　0．48　　0．39
2．8
2．3
0．22
21．9
43．2＊
O．88
6．3
6．6＊
0．05
??
Protozoa
SEM
??
2．2
20．6
19．3
0．40
????? ?????
????
り
? ??0。3
2．2
0．25
2．3
2．3
0．ユ1
7．7　　0．2
7．4　　0．5
0．40　　0．10
9．5
9．0
．26
20．0
21．4
0。65
6．7
6．7
0．03
1Suc＝succinate，　Lac＝lactate，　Ace＝acetate，　Pro
　　Increase　from　the　initial　concentration．
21nitial　pH　was　6．9．
＊Effect　of　fumarate（P＜0。05，　n＝3）．
＝propionate，　and　But＝butyrate．
グルコースとセロビオースを供給した混合バクテリアの培養液に20mMフマル酸を
加えた時、培養6h後には全てのフマル酸が消費され、メタン生成は明らかに減少し
た（Table　2）。この場合、コハク酸とプロピオン酸が蓄積したが、プロピオン酸の生成
は上記の実験（Table　1）よりも更に増加した。
20mMリンゴ酸を添加した時にも同様な結果が得られたことから（データ省略）、リ
ンゴ酸の大部分はフマル酸に転換されたと考えられる。この結果はCallawayとMartin
が混合ルーメン微生物系を用いて得た結果（22）と一致する。
また、CaUawayとMartinの結果（22）と同様、フマル酸を添加した時の培養液P｝1
は、フマル酸無添加時よりも高かった（Table　2）。フマル酸からプロピオン酸への転換
により培地pHが上昇したと考えられるが、これは、　pKa値が低いジカルボン酸がよ
りpKa値の高いモノカルボン酸に転換されたからであろう。フマル酸を反劉家畜の飼
料添加物として用いる場合には、フマル酸のナトリウム塩を用いるべきである。フマル
酸自体はかなり強い酸であり、ルーメン内pHを低下させると考えられるからである。
それ故、フマル酸ナトリウムを用いれば、ルーメン内pHの低下防止剤として作用する
と思われる。ナトリウム部分は正味のpH上昇に役立つ筈なので、フマル酸ナトリウム
は炭酸ナトリウムの添加と同様な効果をもつであろう（28，29）。
混合プロトゾアの場合は、培養後12hでさえフマル酸はわずかしか消費されなかっ
た（Table　2）。フマル酸がわずかに減少したのは、プロトゾア懸濁液を調製した時に残
存したバクテリアによるものであり、そのような混入菌によるフマル酸還元の結果とし
てメタン生成がわずかではあるが減少したものと考えられる。従って、プロトゾアはフ
マル酸還元酵素（Fumarate　redutase）を持たないと断定してよいと思われる。
20mmo1／1のH2を注入した基礎培地で混合バクテリアを培養した時、20　mMフマ
ル酸を添加することによりメタン生成は大きく低下し、プロピオン酸生成は大きく増加
した（Table　3）。H2の代わりに20　mMギ酸を加えた時には、更にプロピオン酸生成は
増加した。これは以下に述べるように、H2よりもギ酸に対する親和性の方が高いこと
によると考えられる。これらの結果は、H2とギ酸がフマル酸還元のための電子供与体
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として用いられたことを示す。ギ酸はおそらくFDHによりH2とCO2に転換されるの
で（30）、フマル酸還元菌はH2から遊離された電子を受け取ったと思われる。
Table　3．　Effects　of　the　additi　on　of　fumarate　on　methane　production　from　H2　and　formate
by　mixed　bacteria　lncubated　without　sugars　for　6　h．
El㏄tron　donor　lE ㏄tron　a㏄eptor　2　Methane　produced　Propi　onate　produced
　　　　　　　（mmol〃of　culture）　（mM）
H2
Formate
SEM
No　addition
Fumarate
No　addition
Fumarate
4．sa
2．6b
4．5a
1．8c
O．07
0．oc
lO．3b
0．oc
l3．4a
O．38
a・　b・　c　Means　within　col　umns　with　no　common　superscript　letters　di　ffer（、P＜0．05；n；3）．
120mmo1〃of　culture．
220mM．
個々のルーメンバクテリア菌株におけるH2とギ酸の酸化と共役したフマル酸
還元
30　mMフマル酸と40　mrnol／1のH2を加えた基礎培地で既知ルーメンバクテリアの
主要菌株を培養したところ、F．　s　u　cciogenes、S，　ruminan　tium、　S・　lactilYt「ica、　V「．
parVtila、およびW，　s　tl　ccin　ogenesは培養6h後には添加したフマル酸のほとんどを
利用していた（Table　4）。これらの菌がフマル酸を還元することは知られていたが、各
菌の能力を比較できるデータはこれまでになかった（30，31，32，33，34）。しかし、本
研究によりこれらのフマル酸還元菌がメタン菌とH2を競合する可能性があることが確
認された。これらの菌の各々において、フマル酸の消費量はコハク酸、プロピオン酸、
またはその両方の増加量に相当し、酢酸と酪酸の増加量はわずかであった（Table　5）。
これらのフマル酸還元菌はフマル酸とH2をエネルギー源・炭素源として明らかに増殖
したことから、フマル酸還元と共役した電子伝達リン酸化によるATPの生成システム
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を持つと考えられる（32，33）。
Table　4・Growth　and　uti　llza額on　of　fumarate　by　ruminal　bacteria　in　pure　culturei．
Growth2 Fumarate　consumed（mM）
Bacteria H2 Formate H2 Formate
R配〃li〃OCOcCZ4∫α1わ配3
Ruminococcus　IZαVψご‘8η∫
Fibrobacter　succinogenes
Eubacterium　ce〃ulosolV8n∫
3舵ptOCOCCUS　bovis
Ru’ninoわacter　a〃iylophilus
5ε’8〃0〃10πα5r麗’nina〃tium
翫1yr1Vめr∫0ガわriSO’V8η∫
Prevotellaη〃ninicola
LS～tccinivihrio　dextr”losotvens
ルtega．～phaela　elsdenii
Vei〃onella　parvuin
Selenomonas　lactilytica
AnaerOV肪r’o伽0煙Cα
Wolinella　succinogenes
0．08±0．03
0．02±0．01
0．48±0．13
0．02±0．01
0．00±0．00
0．02±0．Ol
O．51±0．12
0．00±0．0（）
0．08±0，03
0．00±0．00
0．00±0．00
0，54±0．13
0．52±0．10
0．08±0．03
0．49±0．10
0．02±0、Ol　　　　6．3±1，0
0．01±0、Ol　　　　1．9±LO
O．49±0．12　　　27．8±2．0
0．03±0．01　　　1，8±1。0
0．00±0．00　　　0．0±0．O
O，02±0．02　　　　　1．5±LO
O．02±0．02　　　28．5±15
0．00±0．00　　　　0．3±0．1
0．08±0．03　　　　6．0±1．0
0．00±0．00　　　　1．5±1．0
0．00±0。00　　　　1．0±LO
O．49±0．13　　　28，2±1。8
0．02±0．01　　　28．4±2．0
0．Ol±0．01　　　　6．6±1．0
0。49±0．13　　　28．5±1．5
2．0±1，0
1．6±05
29．6±1．O
L9±05
0．0±7．0
2．5±0．7
5．0士1．0
0．6±0．2
6．7±LO
O．4±0．1
0．0±0．0
27．2±1．3
6．0±3．0
2，0±05
29．5±1．0
　　i　Each　bacteri　um　was　incubated　for　6　h　with　30　mM　fumarate　plus　40　mmol　of　H2　／　l　of
culture　or　w　ith　30　mM　fumarate　plus　40　mM　formate．　The　values　from　which　values　for　oontrol
（without　the　addition　of　substrates）were　subtracted　are　shown（mean±SE，　n＝3）．
　　21ncrease　in　optical　density　at　600　nm．
R，a1わus、　P．　ruminicola　spp．　bre　vis、およびA伽o醜f（nによるフマル酸の消費は、
前述の菌よりも少なかった（Table　4）。これらの菌では消費されたフマル酸の約半量は
コハク酸かプロピオン酸に還元され、残りの半量は酢酸生成に用いられた（Table　5）。
これらの菌の増殖量は、フマル酸から酢酸への発酵の際に生じるATP量に見合う量で
あったので、おそらくこれらの菌は電子伝達リン酸化によりATPを生成しないと思わ
れる。R飴ve魚cfen　s、　R．atnyloρhilus、およびSUC．dextrin　osolvensは、フマル酸を
還元すると報告されているが（32）、本実験ではH2を電子供与体とした時、これらの菌
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Table　5．Effect　of　fumarate　on　organic　acid　production　by　rumina1　bacteria　incubated　for　6　h　with　30　mM　fumarate
and　40　mmol　of　H　2〃of　culture．
Organic　acid　producedi（mM）
Species Suc Lac For Ace Pro But
Ru〃linOCOCCUS　albUS
Fibroわαα（IT’・SUC伽ogenes
Seleno〃lonas　7teninantiwn
bevote〃a　rtaninた0’a
Seleno〃lonas伽（ガly∫Z（辺
▽珍itlone〃a　parVtda
，Anaeroviわrio　lipolytica
17Volinella　succinogenes
3．0±1．0
27．1±3．0
23．3±4。0
3．0±1．0
1．5±0．5
20．3±3．0
0．5±0．2
29．0±2．0
0．3±0．2
0。0±O．0
0．0±0．0
0，0±0．0
0，0±0，0
0．O±0．O
O．O±0．0
0．0±0．0
0．5±0．2
2．9±1　．0
0．0±0．0
0．0±0．0
0．0±0．0
0．6±0．3
0．O±0．0
0．0±0．0
2．8±1．0
3．8±1．3
1．4±05
2．9±1．0
2．0±0．7
3．7±ユ．ユ
2．2±0．7
0．0±0．0
O．3±0．1
0．0±0．0
4．9±1．0
0．0±O．0
26，9±25
4．0±1．0
4．0±1．0
0．0±0．0
0．0±0．0
0．0±O．0
0．5±0．2
0。0±0．1
0．5±0．2
0．0±0．0
0．0±0，0
0．0±0．0
??
1Suc＝succinate，　Lac＝lactate，　For＝fbrmate，　Ace＝acetate，　Pro＝propionate，　and　But＝butyrate．
　　The　values　from　which　values　for　contro1（without　the　addition　of　substrates）were　subtracted　are　shown（mean±SE，　n＝3）．
は増殖せず、フマル酸を利用しなかった。この結果はおそらく、これらの菌がH2を利
用できないか、または電子伝達リン酸化のためのシステムを持っていないことを示す。
リンゴ酸もフマル酸と同様に利用されたので（データ省略）、これらのフマル酸還元菌
はフマル酸脱水素酵素（Fumarate　dehydrogenase）を持つと考えられる。
H2の代わりに40　mMのギ酸を電子供与体として供給したところ、　F．　s　u　cci　ogenes、
V．　parvula、およびW．　succinogenesによるフマル酸利用はH2を供給した時と同様
であった（Table　4）。増殖も同様であったので、これらの菌がFDHを持つと考えられ
る。しかし、ギ酸を電子供与体とした時のSelenomonasの2菌株によるフマル酸の利
用は、H2を電子供与体とした時よりもはるかに小さかった。これはSelenomonasの
FDH活性が低いことを示すが、同様な結果がMartinとParkによって示されている
（35）。
フマル酸還元菌とメタン菌との間のH2ガスおよびギ酸の競合
H2をフマル酸還元のための電子供与体として用いた時、　H2に対する見かけのKm
値は、フマル酸還元菌よりもメタン生成菌の方が小さかった（Table　6）。従って、　H2分
圧が低い場合にはH2はメタン生成菌に利用され易いと考えられる。通常のルーメン内
ではH2分圧は極めて低いので（1）、これらのフマル酸還元菌はメタン菌と比べてH2
の利用において不利である。しかし、これは菌数が同じ場合の話であり、H2に対する
各菌の見かけのKrn値の問には桁が異なるほどの違いがなかったことから、フマル酸
還元菌の数が多い場合には、フマル酸還元に用いられるH2量の方が多くなることもあ
ろう。
しかし、ギ酸を電子供与体として用いた時には、メタン生成菌のみかけのKrn値が最
も大きく、W．　succinogenesのみかけのKm値が最も小さかった。この結果は、電子
供与体としてギ酸を利用できるフマル酸還元菌がメタン生成菌とギ酸を競合するのに有
利であることを示す。これらのバクテリアに十分量のフマル酸を供給することができれ
ばギ酸からのメタン生成を容易に減らすことができるであろう。
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Table　6．　Affinlty　of　ruminal　bacteria　to　H　2　and　fomlate
utllized　as　an　electron　donor　for　the　reduction　of　fumarate．
Apparent　Km
　　　H2　　　Fo㎜ate
（mmol〃of　culture）　（mM）
Methanogens
F伽oわαc妙∫配c伽ogenes
Se’enomonasアuminan’朗切
Se’enomonas　Lact〃y∫たα
Veillone〃a　parvula
Wo伽e〃α5麗c伽ogenes
SEM
1．6d
6．2ab
7．5a
4．7bc
5，8b
4．oc
O．33
59．5a
22．7c
30．8b
13．4d
O，80
a・　b・　c・　d　Means　within　columns　with　no　common　superscript
letters　differ（1）＜0．05；n＝：3）．
そこで、実際に上記の5種のフマル酸還元菌がフマル酸還元時にメタン生成菌とH2
やギ酸を競合し、メタン生成が減少するか否かを検討した（Fig．2A　and　2B）。フマル酸
の存在下では、各菌との共培養によりH2からのメタン生成は大きく抑制された。また、
フマル酸還元時のH2との親和性が高い菌ほどメタン生成を大きく抑制するという結果
が得られた（Table　6）。ギ酸を電子供与体とした時には、メタン生成の減少は更に大き
くなり、この結果も親和性のデータと一致する。供試したフマル酸還元菌の中で、W．
succin　ogenesがメタン生成を抑制するために最も効果的な菌であると考えられる。本
菌の菌体量は他の2菌の半分であったので、本菌のH2およびギ酸利用能は非常に高い
と思われる。しかし、W．　succin　ogenesの増殖速度は低く、ルーメン内での数は非常
に少ない（34）。このため、本菌の増殖速度を高め、菌体数を増加させることができれ
ば、フマル酸存在下でのメタン生成は大きく減少するであろう。更に、反劉家畜の飼料
へのフマル酸の添加により、ルーメン内のフマル酸利用菌の数を増加させることができ
ると思われる。
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（??????????????）?????????2
1．5
1
05
2
1．5
0．5
0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　1　 23456　　1　　　　　　　　Bacteria　　　　　　　　　　　　　　　　　Bactefia
F嬉．2．Effe　ct　ofthe　coexおte姓ce　of　fu㎜【ate－ut皿陀i皿g　bacteπia　on　rTtethane　productio脇
　　by　methanogellS　fmm　H2（A）or　fo［ma豊e（B）．1．　Only　methanogens（control）．
　　Fu皿匿田te－ut血z謹皿g　bacte㎡a　血　　addition　to　methanogensこ　2・　Fibアoうααeア
　　succino8enes，　3．　Seleno〃叱mas　r醜〃tina’ttiu刑　　subSPP・　ru〃tinantium，　4・
　　Seleno〃tortas　r鼻ntina’ltiu〃1　subSPP．　iactilニソtica，5・　VeiUonei’a　parvula・　6・
　　Wo伽ε1’a　succinogenes．　Bals　indicateSE．　Means　with　no　co口㎜n　leUe置s（a，b，
　　（㍉d）d睦ffer（P＜0．05；n：＝3）．
本実験の結果から、飼料添加物としてフマル酸またはリンゴ酸を添加することにより、
ルーメン内のメタン生成を減少させ、プロピオン酸生成を増加させることができると考
えられる。、F．　succino8enes、　Se　le　n　om　on　as’V’Pα「v尻α’およびW’SU　CC　in　ogen　es
のようなフマル酸還元菌の増殖を促進することにより、メタン菌とのH2とギ酸の競合
に打ち勝っことでメタン生成を更に減少させることができると思われる。加えて、これ
らのフマル酸還元菌はフマル酸還元と共役した電子伝達リン酸化によりATPを生成でき
る。これは、H2やギ酸のエネルギーが菌体タンパクの合成に利用されることを意味す
る。また、フマル酸ナトリウムを飼料添加物として用いれば、ルーメン内pHの低下防
止にも役立つであろう。これらの結果から、コストさえ低ければ、フマル酸を飼料添加
物として実用できると思われる。
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第4章．ルーメン微生物のフマル酸還元酵素の活性と特性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序
フマル酸還元はS．ruminan　tium、　V．　parvula、　W．　S　U　ccin　ogenes、　R
anylophil～IS、　P．　run？inicolaおよびA．伽01y亡」（nにおいて、フマル酸還元酵素によっ
て触媒されることが報告されている（36，37，38）。これらの菌のいくつかでは、フマル
酸還元酵素は膜結合性であり、その酵素特性はある程度調べられている。しかし、これ
らのルーメン菌のフマル酸還元能を相互に比較することができるデータはこれまで報告
されていない。
そこで本章では、主要な既知ルーメン菌のフマル酸の還元能、菌体あたりのフマル酸
還元酵素活性（量）、およびフマル酸還元酵素の特性を調べ、菌種間のフマル酸還元能の
比較を行った。また、フマル酸還元酵素合成の誘導についても調べた。更に、S．
lactilytJi（nのフマル酸還元がR．　a　lbusによる繊維分解に及ぼす影響を共培養実験により
調べた。
　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
代表的なルーメン菌15種類の入手源、および培養方法は第3章で述べた通りである。
基礎培地に添加した基質はTable　1に示す通りである。
菌体抽出物の調製
フマル酸還元酵素活性の測定のために、対数増殖後期に培養を停止し、菌を遠沈
（20，000×9，10　min）により回収し、50　mMリン酸カリウム緩衝液（Potassium
Phosphate；KPi，　pH　7．0）で洗浄した。沈殿を同緩衝液に懸濁し、超音波処理
（Ultrasonifier　model　US一ユ50，　Nippon　Seiki，　Japan，180μA）により菌体を破砕した
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（39）。破砕後の懸濁液の一部をグラム染色した後に鏡検し、およそ95％の菌体が破
砕されていることが確認されるまで破砕を繰り返した。更に上清を超遠沈（300，000×
9，　60　min）し、細胞質画分（ヒ清）と膜画分（沈殿）に分離した。沈殿を同緩衝液に懸濁
し、直ちにフマル酸還元酵素活性の測定に用いた。
フマル酸還元酵素活性の測定
菌体抽出液中のフマル酸還元酵素活性は、NADI　Iの酸化速度により求めたが、
NADHは波長340　nmにおける吸光度により測定した。標準反応混液（1．5ml）として、
100mM　KPi、5mMフマル酸、0．15　mM　NADH、および菌体抽出液（タンパク量とし
て1～2μg）を添加した液を用いた。菌体抽出液の添加により反応を開始し、室温にお
ける反応速度を測定した。NADHオキシダーゼ（NADH　oxidase）活i生はフマル酸を添
加しない場合のNADHの酸化速度により測定し、この値をピルビン酸を添加した場合
の速度から差し引いてフマル酸還元酵素活性とした。菌種間における菌体量あたりのフ
マル酸還元酵素活性を比較するために、フマル酸還元酵素活性を菌体窒素あたりの活性
で表現した。菌体の破砕率を95％と一定にしたため、菌体窒素量は反応混液に加えた
菌体抽出液の量に比例する。菌体窒素量は、培養停止後の菌体をケルダール法により分
解し、生じたアンモニアの量をインドフェノール法により定量することにより求めた
（40）。
発酵産物、生成ガス、およびフマル酸の定量
有機酸、生成ガス（H2とメタン）、およびフマル酸の定量は第3章に述べた通りであ
る。データの検定は第1章に述べた通りである。
フマル酸還元菌とセルロース分解菌の共培養
R．alb　u　s（セルロース分解菌）とS．　lactflytica（フマル酸還元菌）を、それぞれセロビオー
ス（29／Dまたはグルコース（29／Dを基質として、糖が枯渇するまで単培養した。この
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場合、これら2菌間で菌体密度（OD600）はそれほど大きくは違わなかった。培養液の
pHを6．9に調整した後・共培養のための培地40　m！とセルロースパウダー（アビセル、
5　9／Dを含む120mlワクチンバイアル内に、　S．　lacttiYt　i（xaの培養液10　mlとR．　albus
の培養液101nlを接種した（60　rn1／バイアル）。S．　lactilyticaのみを培養する場合には、
塩類液10m1を追加した。混合培養液に30　mMフマル酸を添加して更に24時間培養
した。
R．albusの菌数の計測
R，　alb　usの菌数の計測は下記のように行った。即ち、培養液を直ちに0℃に氷冷し、
セルロースに吸着した菌を解離させるために激しく撹搾した。培養液の一部を0．2％寒
天を含む0．7％NaCl溶液で適当な菌体密度に希釈した。再び激しく撹＃した後、菌体
懸濁液の1μ1をスライドガラス上に広げ、グラム染色した。R．　albusの総数を顕微鏡
で計数した。このような計数を、一つのサンプルにつき3回繰り返した。R．　albus（球
菌）とS，lac亡tiy亡ica（桿菌）の形が異なるので、鏡検時の菌の区別は容易であった。
セルロース消化率の測定
培養後の培養液を遠沈し（20，000×g，10min）、その沈殿を常法による粗繊維の
分析に用いた。即ち、1．25％のNaOH（wt／wt）中で30分煮沸した後、1．25％の硫酸
（wt／wt）中で30分間煮沸し、その濾過残渣の乾操重量を測定した。セルロース無添加
で培養した培養液も同様の方法で分析し、微生物細胞壁の量を見積もった。この値を培
養液サンプルの粗繊維量から差し引き、更に0時間のサンプルの値も差し引いて、セル
ロース消化率の概算値とした。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
既知ルーメンバクテリア菌株におけるフマル酸還元
Table　1に示すように、　P．　ru　min　icola、　V．　parvula、およびS、　lactilyti（xaは多量のフ
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マル酸（15～301nM）を利用した。一方、　F．　s　tt　ccin　oge　ne　s、　R．　a　lbus、　R．
fla　ve　fa　ciens、　E．　cellu　los　01ven　s、　S．　ruminan　tium、　R　aniyloρhilus、およびA．
ffpolYticaは少量のフマル酸（3～10　rnM）を利用した。　R　fla　ve　fa　cien　s、　E，
ceUulosolvens、およびRamylophガ11sがフマル酸還元を行うことが、本実験から明
らかになった。コハク酸およびプロピオン酸生成が増加したことから（Table　l）、フマ
ル酸はコハク酸に還元されたと考えられる。
Table　1．　Fum　arate　utilization　by　ruminal　bacteria1）
BacteriaSubstrate　Fumarate　　Changes　in　fermentation　prOdllcts　due　to
　（g／b　consumed　　　　　　　fumarate　addition（mM）2）
　、　　　（mM）　　Suc　　Lac　For　Ace　　Pro　　Eth　H2
F．∫置lccinogenes　　Cel
R．α’∂麗5　　　　　　　　（2）
R．1Zavefaciens
E，ごe〃ulOSO’vens
??
P．rtunitian．icolα　　Glu　　l6．2
s．lac伽たα
∫．rμ〃lilurntium
R・amylophitus
y．parvula
＆lactilytたα
んlipolyt’ca
ルf，8’∫d8，謬‘’
（2）　　5，4
　　　　5，2
　　　　3．2
Lac　　28．5
（10）　　15．4
　　　　9．O
　　　　l．5
7．4　　ND　　　－5．2　　　2．3
5．8　　－0．2　　　－1．7　　　1．8
3．4　　ND　　－L5　　03
25　　0．4　　　－2．0　　　02
6．9　　ND　　－5．0　　79
6．1　－5．2　　ND　　　2．2
5．2　　－4．6　　ND　　33
4．O　　ND　　－2．6　　0．8
23．5　　ND　　ND　　7．5
160　　ND　　ND　　　2．0
0．2　　ND　　ND　　6．5
－LO　　ND　　ND　　－0．1
ND　　ND　　ND
ND　　－1．9　　－2．6
ND　　ND　　－2，0
ND　　ND　　－0．8
1．l　ND　　ND
．O　　ND　　ND
l．6　　ND　　ND
ND　　ND　　ND
一4．O　　ND　－20．2
－3．4　　ND　　－12．8
25　　ND　　－5．9
0．1　　－15　　ND
1）Grownしo　ful　l　growth　in　growth　media　containing　30　mM　fum　arate．
2）Increases　from　the　values　for　control（without　fumarate　addition）
3）Abbreviations：Suc　（succinate），　Lac　（DL－lactate），　For　（fomlaIe），　A㏄　（acetate），　Pro
（Propionate），　Eth（ethano1），　Cel（cellobiose），　Glu（glucose），　and　ND（not　detected）．
S・mm舳亡fumを30蝉フマル酸と40　mmol／1のH2を加えた基礎馳で増殖さ
せた時、培養後6hで全てのフマル酸が消費された（第3章）。しかし、グルコースを
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エネルギー源とした時、この菌のフマル酸利用は明らかに減少した。Se　len　om　on　asの
乳酸利用株であるlactilyti（raによるフマル酸の消費はグルコース培養時よりも乳酸培養
時に大きくなった。この結果はEvansとMartin（42）に報告された結果と本質的には一
致する。
供試した菌の中でフマル酸を利用した全ての菌において、フマル酸の添加によって
H2生成が減少した。おそらく、フマル酸還元により電子が消費されたためであろう。
この結果は、フマル酸の添加によりメタン生成が減少したという第3章の結果と一致す
る。
フマル酸利用菌におけるフマル酸還元酵素の所在
フマル酸利用菌を30mMフマル酸を添加して増殖させた場合の菌体あたりのNADH
依存型のフマル酸還元酵素の活性をTable　2に示す。フマル酸とH2をエネルギー源と
して増殖する菌（S．lactilYtiαa、　VF．　parvula、S．　rumin　an　tium、およびF．
su　ccin　ogenes：グループ1）（第3章）のフマル酸還元酵素活性は、フマル酸とH2をエ
ネルギー源として利用できない菌（R　albus、　P．　rttminicola、およびA．　lipoliytiαa　：グ
ループ2）の酵素活性よりも高かった。この結果は、フマル酸還元によりエネルギーを
Table　2．　Fumarate　reductase　activi　ty　and　its　location　in　cel　ls
Group　　　BacteriaActivity
per　cell　maSS＊
Relative　activity（％）
Cytosol　Membranes
1
??
∫．lactilytica
v・parvula
∫．ru〃linantiμ〃1
F・succino8enes
R．albus
P．ru〃ziniCola
A・tipolytica
3．70
2．40
2．04
1．84
0．33
0．30
0．33
??????? ??? ?…???
＊Activity　in　broken　oe11　suspensions（ptmol　NADH　oxldized／min／mg　of　celレN）．
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獲得できる菌（グループ1）が、できないグループの菌（グループ2）よりもフマル酸還
元酵素を多く持っていることを示す。
供試した全ての菌において、フマル酸還元酵素活性の90％またはそれ以上が膜画分
に存在していた（Table　2）。恐らく、フマル酸還元酵素は膜酵素であると考えられる。
S，　rurru’n　an　tium、　P．　rLimin　icola、およびA．伽01y亡f（コElのフマル酸還元酵素が膜酵素で
あることはHenderson（36）に報告されており、本実験の結果と一致する。
フマル酸還元酵素の基質親和性
膜画分におけるフマル酸還元酵素の、フマル酸に対するみかけのKm値をTable　3に
示す。フマル酸に対するフマル酸還元酵素の親和性は、グループ2の菌よりもグループ
1の菌の方がはるかに高かった。フマル酸濃度が低いときには、グループ1の菌の方が
有利にフマル酸を利用できると考えられる。ルーメン内容液中からフマル酸が検出され
ることはなく（データ省略）、フマル酸は飼料成分として入ってくる程度しかルーメン液
中には存在しないと思われる。このように、通常のルーメン液のフマル酸濃度は極めて
低いと考えられるので、グループ1の菌はグループ2の菌よりも有利にフマル酸を利用
すると考えられる。
Table　3，　Affinity　of　fumarate　reductase　to　fumarate＊
Group　　　Bacteria Apparent　Km（mM）
1　S．lacti！ytica　　　　　　5」
　　　V．parvula　　　　　　　　　　55
　　　S。ru〃linantiu，η　　　　　　　　　　　5．7
　　　Esuccinogenes　　　　　　　　6，2
21～．albus　　　l8．O
　　　P．ruminiCola　　　　　　　　　　　　　16．O
　　　A・lipolytica　　　　　　　　　　　　　　14．7
＊Broken　cell　suspensions　were　used．
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グループ1の菌間における、H2に対するKm値の違いは、フマル酸に対するKm値
の違いよりも大きかった（第3章）。H2に対するヒドロゲナーゼ（Hydrogenase）の親
柑生の違いが、グループ1の菌間のフマル酸還元速度の差を大きくしていると思われる。
フマル酸還元酵素活性に及ぼすpHの影響
F．　succin　ogenesとV．　P　arvu　laのフマル酸還元酵素の至適pHは6．0であった（Fig．
1・A）。Selenomonasの2株におけるフマル酸還元酵素の至適pHはどちらも6．5であ
り、ピークの形も同様であった（Fig．1－B）。見かけのKm値もほとんど同じなので
（Tab】e　3）、フマル酸還元酵素の性質はこの2菌株間では差がないと思われる。P．
r棘伽co’αとR．　albusの至適pHは6．0であり、ピークの形も同様であった（Fig．
1－C）。酵素反応のキネティクスも同様なので（Table　3）、これらの菌のフマル酸還元酵
素の性質は似ていると思われる。おそらく、立体構造も類似しているであろう。A．
妙o加cαの至適pHは6．5であり、この菌のフマル酸還元酵素は他菌の酵素と性質が
異なると考えられる。
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（A） （B） （C）
4．5　　5　　5．5　　6　　65　　　7　　7．5　　8　　　4．5　　5　　5．S　　6　　6．5　　7　　75　　　8　　　4．5　　5　　5．5　　6　　6．5　　7　　7．5　　8
　　　　　　　　　　　　　　pH
Fig．1．　E鉦ed　of　pH・n・fUmarale　reductase　activ晦：
　　（A）E　succinogenes（■〉　V・　parnuia（O＞（B）S・　lactilytica（■＞S・　rumi舩〃加加
　　（○》（q丑朔〃1加icola（町A　1）脚Zy‘まcα（O》R・“’わ媚（▲〉
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フマル酸利用菌におけるフマル酸還元酵素含量
30　rnMフマル酸の添加時または無添加時の各菌のフマル酸還元酵素含量をTable　4
に示す。供試した全ての菌において、フマル酸還元酵素含量がフマル酸の添加によって
増加した。これらの菌では、フマル酸還元酵素は基質であるフマル酸によりその合成が
高められると思われる。フマル酸添加による酵素活性の増加は、グループ2の菌よりも
グループユの菌の方が大きかったので、グループユの菌の方が、フマル酸の供給によっ
てフマル酸還元酵素の合成を高める能力が高いと考えられる。
Table　4．　AmountS　of　fumarate　reductase　in　bacteria　grown　with　or　without　fumarate　i）
Group　　Bacteria Fumarate　reductase　activity2）
　　　　Fumarate
Added Not　added
1
2
s．lactilytica
v．paハノula
s．ru〃linan∫iu〃2
F．succino8・enes
R．albus
P．ru〃；inicola
A．tipotytica
6．6±0．43
43±0．23
4．0±0．23
29±0．23
0．63±α03
0．78±0．04
0．78±0．04
056±0．03
0．58±0．03
0．27±0。03
0．67±0．04
0．23±0．03
039±0．03
0．39±0．03
1）Cells　were　grown　to　full　growth　with　or　wihout　30mM　fumarate．
2）Activity　in　broken　cell　suspensions（μmol　NADH　oxidized／min／mg　of　cell－N）．
セルロース消化に及ぼすフマル酸の影響
Ra1わusによるセルロースの消化は、フマル酸の添加によって改善されなかった
（Table　5）。これは、フマル酸がRalbusの増殖を高めなかったことによると考えられ
る。しかし、R．　a　lb　usとS．　lactilYticaを共培養した時には、フマル酸の添加によって
Raめusの増殖が増し、その結果、繊維の消化が増加したと考えられた。これは下記の
ように説明できる。即ち、R．　albusが生成したH2を利用してS．　lactily亡i（nがフマル酸
を還元する。このため培地中にはH2はほとんど蓄積せず、　H2分圧は低く保たれるの
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で、R，　albusは電子の処理を促進させ、増殖を速めたと考えられる（2）。すなわち、　R．
油dSからS．　Iactily亡i（raへの「異種間水素移行」により、セルロースの消化率が増加し
たのであろう。ルーメン内でも同様に、フマル酸還元により繊維の消化が改善されると
予想される。
　Table　5・Eff㏄ts　of　fumarate　on　cellulose　digestion　and　H2　aocumulation　in　the　coculture　of　R．
albus　with　S．　Lactilytica
Bactena Fumarate　Cellulose　H2　accumulated　Number　of　R．　albus
added（mM）digested（％）　（mmol／b　　　cells（×1010／m1）
R，α’加s
R，albus
R．albus　and　3．1αctilytica
1～．α1わ〃s　and　S．1αcti！ytica
s．lactitytica
??????
???
60±3b
63±4b
58±3b
76±4a
O±2c
16，6±1．oa
l3．5±0．6ab
l1，1：±：1．ob
＜0．1c
＜0．1c
11．5±0．8b
l3．2±1．1b
10．1±1．3b
l7．6±1．oa
a・　b・　cMeans　with　no　common　superscript　letters　within　columns　differ（P＜0．05；n＝3），
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第5章．ルーメンバクテリア、Selen　om　onas　ruminantium亜種
lactflyticaのホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼとピル
ビン酸キナーゼの酵素特性およびそれらの遺伝子の構造と転写調節
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
ルーメンバクテリアは、コハク酸経路またはアクリル酸経路のどちらかを経由してプ
ロピオン酸を生成する。既知ルーメンバクテリア菌株において、M．　elsdeniiと
Pre　vote　Ua属の菌種はアクリル酸経路により乳酸からプロピオン酸を生成する（32，42）。
．Selenomonas属の菌種、　S．　amylolYtiica、　V．　parvula、およびPropion　ibacte　ri　uni
acnesなどはコハク酸経路によりプロピオン酸を生成する（43）。これらのプロピオン
酸生成菌の中で、Selenomonas属はルーメン内で最も優勢な菌の一つであり、本菌は
ルーメン内の総生菌数の22～5196に達することがあると報告されている（44）。この
ため、Selenomonas属によるプロピオン酸の生成を増強することにより、ルー一一一一メン内
のプロピオン酸生成を増加させることができると考えられる。
Selenomonas属によるグルコースの発酵において、　PEPはPEPカルボキシキナー
ゼ（PEPcarboxykinase；PCK）により、カルボキシル化されオキサロ酢酸
（Oxalacetate；OAA）になる（45）。更に、　OAAはコハク酸経路を経由してプロピオン
酸に代謝される（Fig．1）。また、　PEPはピルビン酸キナ・一一一一一ゼ（Pyruvate㎞ase；PYK）
によってピルビン酸にも転換され、乳酸および酢酸が生成される（45）。それ故、総発
酵産物中のプロピオン酸の割合は、PEPからピルビン酸への流路とPEPからOAAへ
の流路の割合により決められる。おそらく、プロピオン酸生成はPCKとPYKの両方
の活性により影響されるのであろう。そこで、PCKとPYKの活性がどのように調節さ
れているか、特に培養条件に応じてどのように調節されているか、を知ることは重要で
ある。
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　　　　　　　　　　　　　　　　Pyruvate
Fig．1．　Fermentation　pathways　of　91ucose　in　S．　lactilytica．
　　　PCK：Phosphoenolpymvate　carboxykhlase，　PYK：Pynlvate　ldnase．
　　　　　　　　　Glucose
　　　　　　国ド［2H】＿
そのため、本章ではSe・len・m・on・as属のPCKとPYKの合成がどのように調節され
ているかを、特に転写レベルで明らかにした。この目的のため、PCKとPYKをコー
ドする遺伝子（Pckとpyk）を解析した。そして、エネルギー基質の違いが細胞内の
pck－mRNA水準とpyk－mRNA水準に及ぼす影響を調べた。加えて、　PCKとPYKの
特性にっいても調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　【材料および方法］
供試菌および培養方法
当研究室で山羊から単離したS．耀〃2加αη吻〃lsubSPP．　tactilytica　TH1株（S．
tactilytica）を供試した（第1章）。
120　mlワクチンバイアルに培養？ts　60　mlを入れ、バヅチ培養法で各菌を39℃で嫌気
的に培養した。S．　lactilyticaは下記の組成（／りの培地で培養した。　K2HPO4，0．459；
KH2PO4，0．459；（NH4）2SO4，0．9　9；NaCl，0・99；CaC12’2H20・0・129；MgSO4’
7H20，0．19g；トリプチケース，　l　g；シスデイン，0．6；ビタミン溶液（46）10m1；VFA
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溶液（46）1．O　mlo　15　mMグルコース、75rnM乳酸、または30　mMフマル酸と40
mmol／1のH2を基質として用いた。培養は3連で行い、1～3時間毎に嫌気的かつ無
菌的に調整した8％Na2CO3を加えることによってpHをほぼ一定（6．9～6．7）に維持
した（10）。
Escherichia　coli　HBIO1株をTOyobo（Japan）から購入し、融合タンパクを調整する
ために用いた。E．　cok’　HBIO1の培養に用いた培地（LB培地；Luria－Bertani　broth）は
下記の組成（9／Dである。ポリペプトン（Difco），10；酵母エキス，5；NaC1，10（pH
7，2）。
PCKとPYKの活性の測定
酵素活性を測定するためのS．lactiliytiαaの菌体抽出液は、第4章に述べたように調整
した。PCK活性はSchockeとWeimerの方法（47）を用いて、正反応と逆反応の両方
向で測定した。菌体抽出液中のPCK活性は、　NADHの酸化速度を、波長340　nrnに
おける吸光度を測定することにより求めた。PEPのカルボキシル化反応は、標準反応
混液（1。5m1）として、50　mMホウ酸ナトリウムーコハク酸緩衝液（pH　7．0）、8rnM
PEP、4mM　MgCl2・6H20、0．02rnM　MnCl2、25　mM　NaHCO3、1mM　ADP、0．3
mM　NADH、2Uのリンゴ酸脱水素酵素（Malate　dehydrogenase；MDH，　from
Yeast，Orie　ntal　Yeast，Japan）、および菌体抽出液（タンパク量として1～2μg）を含む
液を用いて行った。菌体抽出液の添加により反応を開始し、無02のCO2ガス通気ド
で室温における反応速度を測定した。酵素活性に及ぼすpHの影響を調べた際には、両
極端のpHではMDH活性が低くなりすぎたので、本酵素を6Uに増加した。　Km値を
測定する場合だけは、逆反応のOAAの脱炭酸反応速度も測定した。この場合は、反応
混液（ユ．5　rn1）として、50　mM　Hepes緩衝液（pH　7．0）、8mM　OAA、4mM　MgCl2・
6H20、0．02　mM　MnCl2、25　mM　NaHCO3、5mM　ATP、1mM　ADP、　O．3　rnM
NADH、5UのLDH（from　Pig　heart，　Orienta1　Yeast）、5UのPYK（from　Pig　heart，
O「te　n　t　al　Ye　as　t）、および菌体抽出液（タンパク量として10～20μg）を含む液を用いた。
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PYK活性は、　ColhnsとThomas（48）の方法を用いてPEPからピルビン酸の方向で
定量した。菌体抽出液中のPYK活性も、同様にNADHの酸化速度を測定（波長340
nmにおける吸光度）をすることにより求めた。標準反応混液（1．5mDとして、50　mM
トリス塩酸緩衝液（pH　7．0）、5　mM　PEP、8mM　MgC12・6H20、80　mM　KCI、5mM
PEP、5mM　ADP、2mMフルクトースー1，6一ビスリン酸
（Fructose－1，6－bisphosphate；FBP）、O．2　mM　NADH、10　UのLDH、および菌体
抽出液（タンパク量としてユ～2μ9）を含む液を用いた。菌体抽出液の添加により反応
を開始した。酵素活性に及ぼすpHの影響を調べた時には、　LDHを20　Uに増加した。
Km値を測定する時だけ、逆反応も測定した。この時には、反応混液（1．5ml）として、
75mMホウ酸ナトリウムーコハク酸緩衝液（pH　7．0）、25　mMピルビン酸、150　mM
MgCl2・6H20、375　mM　NaHCO3、300　mM　ATP、　O．3　mM　NADH、5UのMDH、
5UのPEPカルボキシラーゼ（frOm　E．　coli，　Sigma，　U　S．A．）、および菌体抽出液（タン
パク量として5～6μg）から成る液を用いた。
基質と補助的酵素のいずれか一つを添加しなかった時には、NADHの酸化速度は極
めて低かったので、NADHオキシダーゼ活性は無視できる程度であったと考えられる。
それ故、上記の方法により測定したPCKとPYKの活性を真のPCKとPYKの活性と
した。菌体の破砕率を95％と一定にしたため、菌体窒素（N）量は反応混液に加えた菌
体抽出液の量に比例することになる。菌体N量の定量方法は、前章に述べた通りであ
る。
PCKとPYKの精製
PCKとPYKの精製は、全過程を4℃以下で行った。菌体を遠沈（20，000×9，10
min）により回収し、50　mM　KPi（pH　ZO）で洗浄した。沈殿を同緩衝液に懸濁し、フレ
ンチプレスで破砕（1，800㎏／cm2，　6回）した後、遠沈（20，000×9，　10　min）により未破
砕の菌体を取り除いた。更に上清を超遠沈（20，000×9，10min）し、細胞質画分（上清）
と膜画分（沈殿）に分離した。上清を限外濾過（分子量13，000以下を除去）で濃縮した後
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で遠沈（20，000xg，10r血）し、透明な上清をDEAE－SepharoseCL－6B（Alnersham
Phamlacia　Biotech．，U．S．A．）のカラム（2．5×50　cm）にロー・一ドした。カラムから0．05
～1MのKPi（pH　7。0）の直線的濃度勾配法により溶出し、10　m1ずつ分画した後、
PCKまたはPYK活性の測定とタンパク濃度の測定に用いた。タンパク濃度は色素結
合法（Coomassie　Bril！iant　Blue）で定量した（49）。PCKまたはPYKを含む画分を限外
濾過で濃縮し、Sephacry1　S－200　HR（Amersharn　Pharmacia　Biotech．）を担体とした
ゲル濾過法（2．5×70cm）で分離した。更に、　Re　source　Q（Amersharn　Pharmacia
B1otechり6rnDとMono　Q（Amersham　Pharmacia　Biotech．，1mDで0．02　M　KPi（pH
7．0）に0～0．5MのNaC1を混合した溶媒を用いて直線的濃度勾配法により溶出した。
精製の最終段階および分子量測定のために、Supe　rdex　200　HR！O／30（Alnersham
Phamacia　Biotech．）を用いてPCKまたはPYKを分離した。　PCKとPYKの分子量
とそのサブユニット構成は、ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳
動（Sodium　dodecyl　sulfate－polyacrylaniide　ge　1　e　le　ctrophore　sis；SDS－PAGE）（50）
により決定した。
染色体DNAの抽出とシークエンス解析
特に断らない場合は、DNAの取り扱いはSambrookらの標準法に従って行った（51）。
DNAの塩基配列は、　BigDye－Terminator　Seque　ncing　Kit（PE　ApPlied　Biosystems，
U．s．A．）とABI　310シークエンサー（PE　Applied　Biosystems）を用いて両鎖を解析して
決定した。シークエンスデータはGENE”1’YX－MAC　version　8．0（Softwere
Deve　lopme　nt）を用いて解析し、　BLASTNとBLASTPを用いてGe　nBankに登録され
ている他菌のPCK遺伝子（pck）およびPYK遺伝子（pyk）の塩基配列との相同性を基に
検定した。
pck遺伝子とpyk遺伝子のPCR増幅
E・　colt’、　Anaerobiospiri　lum　succL’niciproducens、およびHaemophilus　influenzae
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のpck遺伝子の塩基配列に基づき、　PCRのオリゴヌクレオチドプライマー一一一’を設計し、
その作成を業者（E9．　pe　c　oligo，　J　apan）に依頼した。プライマーの塩基配列を次に示す。
pck－1　（5L＋241ACCGGCCGTTCTCCTAA＋257－3量　；　17　me　r）　と　　　pck－2
（5L＋1296ACCGAAGCAAGC　GGAGAAGGT＋1276－3’；21　nle　r）。このプライマーを用い
たPCR反応の結果、　pckの一部を含む1056　bpのDNA断片が増幅された（Fig．2）。
この断片は他のバクテリアのpck遺伝子と高い相同性を示した。続いて、このDNA断
片の上流部分の塩基配列をシークエンスするために、Ps亡1で切断した後、再結合し、
環状化した染色体DNAを鋳型として用い、1056　bpのDNA断片の5’と3’の末端側に
設計したプライマーでインバs－一一一スPCR（52，53）を行うことにより、約3．O　kbpの
DNA断片を増幅した。このDNA断片の塩基配列解析の結果、　pckの5’と3’末端を含
むことが判明した。
s．　lactilYticaのpykの塩基配列の解析もpckの解析と同様に行った（Fig．3）。PCR
反応のためのディジェネレートプライマー、pyk－1
　（5L＋292GATACHAAAGGTC　C　DGAA＋309－3’　；　18　me　r）　と　　　pyk－2
（5L＋821CC　RC　GV　GC　WAC　CATRATGCC＋802－3’；20　me　r）をE．　cok’、、Sa」㎞oηeπa
typhimurium、およびEtacillus　s　ubtilisのpykの塩基配列を参考にして設計した。
Ps亡1で切断した後、再連結し、環状化した染色体DNAを鋳型として、インバース
PCRを行うことにより、5’と3’末端を含むρykの塩基配列を明らかにした。
PCR増幅はTaKaRa　Ex　Taq　polyme　rase（Takara　Shuzou，Japan）を用いて行った。
そのPCR産物をQIA　quick　PCRpurification　kit（Qiagen，Germany）を用いて精製し、
シークエンス反応の鋳型として用いた。
決定した塩基配列は、DDBJ、　EMBLおよび（lenbankの塩基配列データベースに登
録した（accession　number：pck，ABO　16600；pyk，ABO37182）。
ノ』ザンプロット解析
Asubelらの方法に従って、総RNAを抽出した（54）。
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260　nmの吸光度からRNA総
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Fl9．2．　Restriction　map　of　genomic　DNA，　and　nucleotide　sequence　of　the　pck
　　　　　operon　with　deduced　amino　acid　sequence．
　　　　　　（a）Restriction　map　of　genomic　DNA
　　　　　The　pck　gene　is　shown　as　a　black　box．　The　p凪ative　transcriptional　start　site　and
　　　　　the　termination　site　are　shown　as　open　circles．The　DNA　fragment　used　as　a　probe
　　　　　is　deplc1ed　as　a　white　box．　Only　relevant　resUiction　sites　are　shown　as　E（Eσo
　　　　　RI），　H【（Hin　dlll），　and　P（Pst　l）．
　　　　　（b）Nucleotide　sequence　of　the　pck　operon．
　　　　　　　Position＋1　refers　to　the　pck　transcriptional　start　site．　The　opposing　arrows
　　　　　downstream　from　the　pck　gene　i　ndicate　an　inverted　repeat　sequen㏄．　Puta廿ve　S　D
　　　　　sequence，　and－35　and－10　regions　are　also　shown．
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（a）
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　　5②②bp
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一1Z②　aaagaatgαgccgcttttcagaaaatatatttttccαtagqttttcgccgaaaqtgtttt一61
一6⑦・ct七・tg999・…α9・gtg竺墜・9αα9幽99－tttt・cctgtt・・qtt・
　　　　－35’　　　　　　　　　　　　　　　　－1②▼　　　　　　＿35　　　　　　　　　　　　　　　　　－：L②
　　1　99⊂CgtdgqCaggaCgC⊂α七（】CαgCgαCtCCgClα（】ttCg9α99tgtCCgtC七σα（】αtαt（1
　　　T1
　61　（】tq七gtagtaαaag（lataggtggggt七tαcaac（1tgttaaaaaagac9（】aaatcgtttgc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MLKKTK工V（：　　　　　　　　　　　　　　　SD
一1
6②
12⑦
：L441　αヒcαtcqcc七ccggtg七g（1αgatggaαtcccgtacgcgtgctatcgctcatgctacggαc
　　　　　I工TSGVKMESRTRAIAHATD
ユ5⑦1　（ltctaatg（lataataccac（19qtgcgattcg（1ttgqcαtcgt（lgctaaagggctcggtga
　　　　　工　＊
1561　cttqttcctgcgcaagtqcgcg（：tセtgcgcgtαaaatg（：tcagga（1cαag七c（】c⊂gαgcc
　　　　　　　　　－一一一一→レ　　　　　　　くトー一一一一一
15②②
1560
16Z②
Fig．3．　Restriction　map　of　genomic　DNA，　and　nucleotide　sequence　of　the」ρyん
　　　　　operon　with　deduced　amino　acid　sequence．
　　　　　（a）Restriction　map　of　genomic　DNA
　　　　　Theρッんgene　is　shown　as　a　black　box．　The　putative　transcriptional　start　site　a皿d
　　　　　the　termination　site　are　shown　as　open　circles．The　DNA　fragment　used　as　a　probe
　　　　　is　depicted　as　a　white　box．　Only　relevant　restriction　sites　are　shown　as　E（Eco　RI）
　　　　　and　K（Kpn　l）．
　　　　　（b）Nucleotide　sequence　of　the　pyk　operon．
　　　　　　Posi“on＋l　refers　tr）the　pyk　transcrip廿onal　s　tart　site　as　es廿mated　by　the　maior
　　　　　band　in　Fig．4b．　Putative　SD　sequence，　and－35　and－10　regions　are　also　shown．
　　　　　The　dash　of＋1，－35，　and－10　mean　the　secondary　p嘘Uive　pyk　transcriptional
　　　　　start　site，　and－35　and－10　regions　as　estimated　by　the　minor　band　in　Fig．4b．　The
　　　　　opposing　arrows　downstream　from　the　pyk　gene　lndicate　an　invertcd　repeat
　　　　　sequence・
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量を測定した．菌体量（菌体窒素量）あたりのRNA含量は、培養条件に拘わらずほとん
ど一定であった。ホルムアルデヒドゲル電気泳動を行ったところ、バンドのパターンか
らRNAが抽出時にあまり機械的な分断を受けていないと判断された。　RNA　10μ9を
1．0％アガロース（w／v）－O．6％ホルムアルデヒドゲルで分離し、RNAラダー（0．24，
1．4，　2．4，4．4，7．5，9．5kb；GIBCO　BRL，　U．S．A．）を分子量マーカーとして、断片の大き
さを決定した。次に、RNAを非荷電ナイロンメンブレンフィルター（Gene　screen
plus；Dupon，　U．SA）に転写し、　UV照射により固定した。
50％ホルムアミドを加えたハイブリダイゼーション緩衝液（Roche　Diagnostics
GmbH，　Ge　rmany）を用い50℃で4時間プレハイブリダイゼーションを行なった。ハ
イブリダイゼーションにはプレハイブリダイゼーションと同じ緩衝液を用い、50℃で
16時間行なった。メンブレンの洗浄と検出方法は使用書の手順通りに行なった。
S．　iacttiYticaの染色体DNAを鋳型とし、プライマー一　pck－1とpck－2を用いたPCR反
応により増幅した1056bpのDNA断片をジゴキシゲニン（DIG）標識し（Roche）、　S，
lactilyt　iαa　pck－ml〈NAに特異的なプロL－一ブを作成した（Fig．2）。同様に、プライマー
pyk－1とpyk－2により増幅したPCR断片を用いてpyhl1RNAに特異的なプロー一ブを
作成した（Fig．3）。
Fluor－S　Multi　lmager（Bio－－Rad，Japan）を用い、ピーク面積と発色強度から10μg
RNA中のpck－mRNAおよびpyk一mRNAの量を見積った。同じRNAサンプルで量を
色々に変えものを、上述したノーザンプロットにより解析して標準曲線を作成した。標
準曲線は直線にはならず、双曲線的なカーブであった。サンプル中の各mRNAの相対
量を標準曲線から決定した。
プライマーエクステンション解析
対数増殖後期まで培養したS．　lacttiyticaから、上記の方法で全RNAを抽出した。約
10μ9の総RNAを鋳型にして、　IRD　41一標i識プライマー：pck－EX
（5L＋395CAG’1’1’OC’IlrHYI’AG（）GArlVI’rC’1’IVIrCA＋365－3’）またはpyk－EX
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（5L＋344ATAACTrTGCCATCTTTGAACTC　GC＋320－3’）を用いてMMLV　Reve　rse
Transcriptase　RNase　H　Minus（Toyobo）でcDNAを合成した。　pcl（またはpykの上
流部分を含むPCR産物を鋳型にして同プライマーを用いたシークエンス反応産物と共
に、cDNAをシークエンスゲルで分離した。シークエンス反応は、．Se　qui　Therm
Lon9－Read　Cycle　Sequencing　kit（Aloka，　Japan）とLi－cor　DNAシークエンサー
（Aloka）を用いて行った。
mRNAの分解速度の測定
対数増殖中の菌の培養液にリファンピシン（Rifarlipicin，　Sigma）100μg／mlを添加
し、菌体をリファンピシン添加後、5分間隔で回収した。回収した菌体から総RNAを
抽出し、ノーザンプロット解析によりpck－mRNAまたはpyk－mRNAの量を測定した。
リファンピシン添加量を200μg／In1に増加した時にも同様な結果が得られたことか
ら、リファンピシン100μg／m1の添加量はRNAの合成を阻害するために十分な添加
量であったと考えられる。mRNAの分解速度は各プロットの傾きから算出した。
PCK融合タンパクの調製
S，lactil．vti（raの　pckを染色体DNAとプライマーpckBAMHI
（5LTTC　GGATCCATGGCAAACATC　GATCTr－3’：十73　～　十90）　と　　pckSALl
（5’－TATGTCGACTTAGAGCTGCGGACCAGG31：＋1692～＋1675）で増幅した。こ
の2つのプライマーは、発現ベクターにライゲーションするために．Bam　HIとSal　I制
限酵素認識部位を導入するように設計したものである。グルタチオンーS一トランスフェ
ラーゼ（Glutathione　S－Transferase；GSr）との融合タンパクを発現させるために、
舳ηHIとSa11で処理したpGEX－4T－3（Amersharn　Phamacia　Biotech．）にPCR産物
を組み込んだ。このプラスミドをE．　cok’　IB　I　O　1に導入した。
0．6mMイソプロピルーβ一D一チオガラクトピラノシド（lsopropyl一β
kD－thiogalactopyranos　ide；IPTG）を添加して1acプロモーターの活性化を誘導するこ
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とにより、組換え体プラスミドを保持するE．　coli　l　IBIO1にGST融合タンパクを過剰
発現させた。SDS－PAGE解析の結果、融合タンパクの量は総菌体タンパク量の約20％
であった（データ省略）。融合タンパクをGlutathione　Sepharose　4B（Amershaln
Pharmacia　Biotech．）アフィニテイーカラムクロマトグラフィーにより精製した。精製
の最終段階として、融合タンパク画分をMono　Qカラム（Amershani　Pharmacia
Biotech．，1m1）に注入し、　PBS緩衝液（pH　7．0）に0～0．5MのNaClを混合した溶媒を
用いて直線的濃度勾配法により溶出した。PBS緩衝液の組成は下記の通りである。
10，1mM　Na2HPO4，1．8　mM　KH2PO4，2．7mM　KCl，140　mM　NaCl。　GSTタンパクを
トロンビンプロテアーゼ（Arnersham　Pharrnacia　Biotech。）で切断し、分離した。
抗血清の調製
精製したPCK溶液を等量のフロイント完全アジュバンド溶液と混合し、この混合液
（1回の免疫に0。2㎎のタンパクを用いた）をウサギ（日本白色種）に注入し、初回免疫
を行った。同様な方法により初回免疫後3週間たってから2回目の免疫を行い、この後
2週間ごとに2回免疫を行った。血清は、エーテル麻酔Fで初回免疫後42日目に採血
して得た。ウサギは実験動物室の金属ケース（50x50×43　cm）で飼育した。ウサギ
の飼育方法はThe　USA　NIH　Guide　for　the　Care　and　Use　of　Laboratory　Ariirnals
（55）に従って行った。S．　lactilYt’i（xaのPCKに対するポリクローナル抗体は、　S．
lac亡fly亡icaのPCKをリガンドとして固定したアフィニティーカラムクロマトグラフィー
により、ウサギ抗血清から調整した。
ウェスタンブロット解析
上記のように調整した菌体タンパク30μ9を用いてSDS－PAGEを行い、　Towbinら
（56）の方法に従ってニトロセルロース膜（Bio－Rad）に転写した。　S．　lacttilyticaのPCK
に対するポリクローナル抗体を1次抗体とし、アルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウ
サギIgG抗体（Bio－Rad）を2次抗体とし、　PCKを検出するために5一プロモー4一クロロ
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一3一インドリルフォスフェートとニトロブルーテトラゾリウムを基質として用いた。
Fiuor－S　Multi　lmager（Bio－Rad）を用い、ピーク面積と発色強度からPCKタンパク量
を見積った。PCKタンパクの量を色々に変えものを、上述したウエスタンブロットに
より解析して標準曲線を作成した。ノーザンプロット解析と同様、標準曲線は直線には
ならず、双曲線的なカーブであった。サンプル中のPCKタンパクの相対量を標準曲線
から決定した。
PEP、ピルビン酸、アデニンヌクレオチドと発酵産物の定量
菌体内のPEP、ピルビン酸、アデニンヌクレオチドの濃度を定量するために、培養
液を素早く培養液から採取し、直ちに液体窒素で凍らせた。1％（v／v）過塩素酸をこの
冷凍サンプルに添加し、氷上にて融解した。菌体懸濁液を激しく撹搾した後、遠沈
（18，000×g，5　rnin）により菌体を取り除いた。激しく撹搾しながら、50％（v／v）
K2CO3を添加して、上清を中和した。遠沈（18，000×g，5・inin）により沈殿を除去した
後、上清を遠心エバボレーターを用いて1／⊥0量に濃縮した。Garriguesらが用いた酵
素法により（57）、濃縮したサンプル中のPEPとピルビン酸の濃度を測定した。
ルシフェリンールシフェラーゼ混合液（Sigma）とATPを反応させ、生じた蛍光をルミ
ノメーター（rnode11250；LKB　lnstruments，Inc．，Japan）で測定し、　ATP濃度を算出
した。Kirnmichらの方法（58）に従い、　ADPはPYKによりATPに転換した後に測定
した。AMPは、　PYKとアデニレートキナーゼ仏de魍ate㎞ase；Sigrna！を用いて
ATPに転換した後に測定した。
S，　lactilYticaが生成した有機酸は、第1章で述べたようにHPLCにより解析した。
アータの検定
アータの検定は第1章と同じ方法で行った。
［結果］
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ρck遺伝子とpyk遺伝子の特性
S．iactil｝a　icaのρc1（オペロンは1620　bpの塩基対からなり、　ATGで始まり、　TAAコ
ドンで終結した。pckは538個のアミノ酸残基をコードし、その分子量は59573　Daと
推定された。プライマーエクステンション解析により、単一の転写開始部位がpckの開
始コドンから73bp上流に存在することが明らかになった（Fig．4a）。
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Fig．4．　Primer　extension　analysls　of　pck（a）and　pyk（b）．
　　　Sequence　ladders　were　nln　with　the　same　primer，　and　are　shown　on　the　left．
　　Transcriptional　start　sites　are　indicated　by　arrows　beside　1he　sequence　lines．
推定リボソーム結合部位であるシャインダルガルノ配列（＋54GAAAGA＋59）はATG開
始コドンから19bpヒ流に位置していた（Fig．2）。転写開始部位の10　bpおよび35　bp
上流にE．coliのσ70様式のプロモーター配列に類似する配列（－35－ITGACA－30と
、町AATAT－7）が存在した。また、終結コドンの14　bp下流には転写終結部位に特異
的な逆向きの反復繰り返し配列が存在した（＋1706～＋1739）。この部分のmRNAが同
鎖内結合を形成するのに要する自由エネルギーは一10．O　kcal／mo1と計算されたので、
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ステムループ構造を形成すると予測される。これらの結果は、S。1ac亡込tたaのpckが
単シストロン性であることを示す。
ρykオペロンの塩基配列解析の結果、　pykはATGで始まり、　TAAで終結する1413
bPの塩基対から成ることが判明した。　PYKの分子量は51285　Daと推定された。　pyk
オペロンの464bpおよび1241　bp下流には、それぞれ789bpと1101　bpの未同定の
か一プンリーディングフレームが存在した（Fig．3）。プライマーエクステンション解析
から、転写開始部位が2箇所存在することが明らかになった（Fig．4b）。それらはATG
開始コドンから93bpまたは120　bp上流（G＋1とT－27）に位置していた。　G＋1ではT’27
よりも強いシグナルが検出された。
推定リボソーム結合部位であるシャインダルガルノ配列（＋71AAAGA＋75）は、　pykの
ATG開始コドンから19bp上流に位置していた。加えて、2つの転写開始部位のそれ
ぞれに一35（『29CTGATG｝24と一63TTTACT－58）と一10配列（－8T71’rm’1’L－3と
一40TAGAAT”35）に類似する配列が存在した。終結コドンの59　bp下流には転写終結部
位に特異的な逆向き繰り返し配列が存在したので（＋1565～＋1595）、ステムーループ構
造を形成すると推測される。これらの結果から、S，！ac亡i！yticaのpykも単シストロン性
であると考えられる。
PCKとPYKの分子量と4次構造
精製後のPCKのゲル濾過解析の結果、　PCKの分子量は約60　kDaと見積もられた
（データ省略）。PCKタンパクをSDS－PAGE解析した結果、約60　kDaの単…バンドが
検出された（データ省略）。この分子量はアミノ酸配列から推定される分子量の値とほぼ
N致するので、S，　lactilYticaのPCKは単量体と考えられる。精製したPYKのゲル濾
過解析から、その分子量は約200kDaと見積もられた。また、全てのカラムクロマト
グラフィーの過程において、PYK活性のピークは一つだけしか検出されなかったので、
S，　lactilyti（xaのPYKは1種類であると考えられる。ゲル濾過後のPYK画分を
SDS－PAGE解析した結果、約50　kDaの単一バンドが検出された。　pykの遺伝子構造
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に基づくと、∫1ac亡1Mf（zのPYKは4つの同一サブユニットから成ると考えられる。
PCKとPYKの特性
Mg2＋とMn2＋が存在しない場合には、　PCK活性が検出されなかったので（データ省
略）、S，　lacti1YticaのPCKは2価の遷移金属イオンを要求する典型的なPCKである
と考えられる（59，60）。A．　s　u　ccin　iciprodu　cen　sのPCKと同様に（61）、最大活性には
Mg2＋とMn2＋の両方を要求した。これらの結果は、　S．　IactilYtlcaのPCKがGly242～
Thr249とLeu259～Asp263の2箇所に金属結合部位を持つことが推察された遺伝子解析
の結果と一致する（62，63）。PCKの至適pHは7．0であり、　pH　6．0と8．5での活性は
最大活性の半分であった（Fig。5）。
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Fig．5，　Effect　of　pH　on　the　relative　activity　of　PCK（A）and　PYK（B），
PCK反応の．L加eweaver－B～1rkプロットから、　PEPに対するKm値は0．55　mMで
あり、ADPに対するKm値はO．46　mMと見積もられた。　ADPをGDPまたはIDPに
置換した時には、PCK活性を検出できなかった。また、　ADPを特異的に要求する点は、
バクテリアのPCKに典型的な特性である。　OAAの脱炭酸反応におけるOAAとATP
に対するKrn値はそれぞれ0．81と0．92　mMであった。
S・　lactilyticaのPYKはMg2＋またはMn2＋のどちらかを要求し、5mMのK＋によ
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り更に活性化されたが、100mMのNa＋や100　mMのNH4＋によっては活性化されな
かった（デー一タ省略）。PYKの至適pl｛は7．0であり、またpHの変化がPYK活性に及
ぼす影響は、PCK活性の場合に比べてわずかに小さかった（Fig．5）。PEPからピルビ
ン酸への反応において、PYKは基質であるピルビン酸によってホモトロピックに活性
化された。PEPとADPに対するKo．5値（アロステリック酵素におけるKm値）はそれ
ぞれ0．11と0．24mMであったが、逆反応におけるピルビン酸とATPに対するKo．s
値はそれぞれ0．48と0．35mMであった。
Table　1，　Eff㏄t　of　Pi　and　FBP　on　the　activities　of　PYK　and　PCK．
Effector（mM） Enzyme　activity＊
Pl　　FBP PYK PCK
0　　　0
0　　　05
0　　　1．5
0．1　　0
0．1　　0．5
0」　　1．5
30　　0
30　　5
30　　15
30　　30
30　　45
55±4，1d
117±75c
255±22a
28±22e
l35±11b
262±24a
　O±0．1f
48±3．7d
166±12b
268±22a
275±25a
61，4±5．2
615±4．6
60，4±5．1
59，6±4．9
＊μmol　NADH　oxidized　min冒1（10μgcell－N）－1．　Means±SE　are　shown．
a－fDifferent　superscript　letters　indicate　significant　differen㏄（P＜0．Ol，　nニ3）．
趣KはFBPによって活性化され、1．5　mMのFBP添加時に最大活性が得られた
（Table　1）。PYK活性は0．1mMリン酸により阻害されたが、1．5mMのFBPの添加
により活性が回復した。30rnMリン酸の存在下では、　FBPは用量依存的に作用し、
活性の完全な回復にはリン酸濃度よりも高い濃度のFBPが必要であった。　E　co∬（64）
とStreptococcus　mutan　s（65）のPYKを活性化するグルコースー6一リン酸は、　S．
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lacti！yticaのPYK活性には影響しなかった（データ省略）・また・PCK活性はリン酸や
FBPの影響を受けなかった（Table　1）。
pckとpykの転写
S．lacti！yticaを乳酸で培養した時には、菌体N量あたりのPCK活性はグルコースで
培養した時よりも11倍高かった（Table　2）。また、ウェスタンブロッティングにより
PCKタンパク量を測定した時も同様な結果が得られた（Fig．6a，　Table　2）。乳酸で培養
した菌におけるpck－mRNAの量は、グルコースで培養した菌よりも12倍高かった
（Fig．6b，　Table　2）。pck・mRNAの分解速度はエネルギー基質による影響を受けなかっ
たので（データ省略）、PCK合成は転写レベルで調節されていると考えられた。一方、
菌体N量あたりのPYK活性およびpyk－mRNA量はエネルギー基質の影響を受けなかっ
た（Fig．7，Tablc　2）o
（a）
（kD
98
?? ＜ト
（b）
23S－
16S一 〈1－一一一
　　　　　　　　　　　1　2　　　　　　　　　　　1　2
Fig・6・L・v・1・・f　PCK　p・・t・i・（・）and・P・ん一mRNAΦ）in　c・kS・9・・w・・n　gluc・・e（1）・・
　　1actate（2）：Arrows　indicate　PCK　protein（a）and　1．6kb　pcん一mRNA（b）．
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Tabl　e　2．　Levels　of　intracellular　P　C　K，　PYK，　pck－mRNへand　pyk－　mRNへand　fermentation　products　in　S．　rl，：mi加ntiwn
grown　on　glucose　or　lactate。
Energy
substrate
iiCtiVity　aAmoullt　of　Relative　levels　of　mRNA　bFermentation　products　c
PCK　PYKPCK　protein　b　pckyk Propionate　SuccinateLactateAcetate
??
Glucose
Lactate
5．6 236
62．9＊　　250
1．0
12．3＊
1．0
11．6＊
ユ．O
1．2
27．7
121．9＊
11．9
8．9＊
151．1
0．0＊
19．2
78．2＊
aμmo1　NADH　oxidized　min－1（10μg　of　cell－N）一ユ．
bThe　bands　shown　in　Fig．6and　7　were　quant焔ed　by　using　a　Fluor－S　MUIti　Imager．
Values　fbr　glucose－grown　cells　are　expressed　as　1．0，　and　reladve　values　are　shown．
cmol（100　mol　glucose　or　200　mol　lactate　femlented）－1．
＊P＜0．01（11＝3）．
???」?? ?
?慧
←
1　2
Fig．7．　A　level　of　pyk－mRNA　in　cellS　grown　on　glucose（1）or　lactate（2）：An　arrow
　　indicates　1．4　kb　pyk－mRNA
グルコースは主に乳酸に代謝され、プロピオン酸の生成はグルコースを基質にした時
よりも乳酸を基質とした時の方が著しく大きかった（Table　2）。この結果は酵素活性の
結果と一致したが、コハク酸とプロピオン酸の合計生成量における差は酵素活性の差よ
りも小さかった。
ノーザンプロット解析において、pckに特異的なプローブとハイブリダイズするバン
ドが一本だけ検出され（Fig．6b）、プライマーエクステンション解析の結果と一致した。
これらの結果は、S．1ac亡雌∫ca　pc1（が単シストロン様式で転写されることを示す。同様
に・S．IacttiYtTica　pykの転写も単シストロン性であった（Fig．7）。
Pck－mRNAとpyk－mRNAの細胞内水準に対するエネルギー基質の影響
乳酸を基質としてS．　lactillyti（xaを対数増殖中期まで培養し、10　mMのグルコースま
たは10mMフマル酸を供給した後に、更に20分間インキュベートした。乳酸の存在
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Fig．8．　Changes　in　the　levels　of　pck。mRNA（a）and　Pck　protein（b）by　the　addition
　　　　　of　glucose（▲）or　fumarate（■）to　cultures　growing　on　l　actate（●）．　The
　　　　　initial　values（O－time）were　expressed　as　lOO％Bars　indicate　SE（n＝3）．
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Fig・9．　Changes　in　the　levels　of　ATP（a），　PEP（b，　closed），　and　pyruvate（b，　open）by　the
　　　　addtion　of　glucose（▲，△）or　fumarate（■，□）to　cultures　growing　on　lactate（●，
　　　　○）．The　initial　values（0－time）were　expressed　as　lOO％．　Bars　indicate　SE（n＝3）．
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下でグルコースまたはフマル酸を添加することにより、pck－mRNAの量はそれぞれ初
期値（添加前）の11％または56％に減少した（Fig．8a）。菌体N量あたりのPCKタン
パク量も同様に変化したが（Fig．8b）、これはrn．RNA量の変化よりも小さかった。これ
らの結果は、PCKの合成が転写レベルで調節されることを示す。しかし、　pyvk－m　RNA
量はグルコースやフマル酸の添加による影響を受けなかった（データ省略）。
菌体内のATP量は、グルコースの供給により増加した（Fig．9a）。フマル酸を添加し
た場合にもATP量は増加したが、グルコース添加時よりも増加の程度は小さかった。
また、ADPとAMPの量の変化はATP量の変化とは逆の関係にあった。しかし、その
変化はATP量の変化と比べてわずかに小さかった（データ省略）。菌体内のPEPとピ
ルビン酸はグルコースの添加時には増加したが、フマル酸の添加時には増加しなかった
ので（Fig．9b）、添加したほとんどのフマル酸はコハク酸に代謝され、ピルビン酸と
PEPにはほとんど代謝されないと思われる。　S，　lactflyt’icaのフマル酸還元は電子伝達リ
ン酸化（ETP）によるATP生成と共役するので、フマル酸還元時にATP生成が増加した
と考えられる。第3章で述べた方法でS．1ac亡〃y亡ノ（nをフマル酸とH2の存在下で培養し
た時には、菌体からPEPおよびピルビン酸を検出することはできなかった（データ省略）
。この条件下では、菌体内ATP量は検出限界、すなわち菌体N量1gあたり0．1μ
mol以下であり、　pck－mRNAおよびPCKタンパクを検出することができなかった。
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S．　lactily亡icaのPCKは、　ATP、　Mg2＋、　Mn2＋、およびPEPに結合する部位を持つ
ことが判明したが（62，63）、これは、バクテリアのATP／ADP依存型PCKにおいて
報告されている特性と一致する。S．　lacttiYticaのPCKのアミノ酸配列はE．　cok’（66）お
よびA．succin　iciprodu　cens（61）のPCKのアミノ酸配列と高い相同性を示したので、
S・　lactilyti（aのPCKの4次構造もこれらの菌のPCKと同様であろうと思われる。
PYKは、　S，　Iactilyticaやその他のバクテリアにおいて、ホモトロピック酵素である
と報告されている（45，　67，68）。E．　coliは2種類のPYKを持つことが知られており、
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その一つはFBPによって活性化され、もう一つはAMPと糖モノリン酸によって活性
化される（64，　69，70）。しかし、S．　lactasticaはFBPによって活性化される1種類の
PYKのだけしか持っていなかった。
バクテリアのPYKは、その一次構造から、2つのグループに分けることができる
（71）。一一つのグループは、BaciUus属のPYKのように、余分なC末端配列をもち（71，
72）、もう一つはそのような配列を持たないグループで、これにはE．coli（Ge　nBank
accession　number　M24636とM63703）とS．亡yph加副αm（X99945）が含まれる。　S，
IactilyticaのPYKは後者のグループに属することが判明した。
S．lactilyticaのpykでは、2つの転写開始部位が近隣に位置していた（Fig．4b）。し
かし、ノーザンプロット解析の結果、pykプローブとハイブリダイズするのは1．4　kbp
の断片だけであった（Fig．7）。この違いは、2つの転写産物の長さの差がわずかであり
（26bp）、アガロース電気泳動でこれら2つのバンドを分離することが困難なことによ
るのであろう。おそらく、S，　lactily亡i（nのρy1（は2つの部位から転写が開始されると考
えられ、そうであれば、この遺伝子は効率的に転写されると思われる。Lactobacillus
delbrueckガ　subspP．　bu即ゴcロs　（73）　、　　ムactococcus　lactis　（74）　、　　Bacillus
ps翼hropゐ加s、およびBacillus　lichenifQmmis（72）では、ボスホフルクトキナーゼ
（Phosphofructo㎞ase；PFK）をコードする遺伝子（p面がpykの近隣に存在し、1
つのオペロンを形成する。しかし、S．　Iactilyticaではpfkはpykの近隣領域には存在し
なかったので、このこともpykが単シストロン性であることを支持すると思われる。
ゐmomonas　mobゴ兆でも、　pykは単シストロン性であると報告されている（75）。
S．　lactilyti（xaのPYKの最大活性には、1．5　mM以上のFBPが必要であった（Table
2）・加えて、リン酸はPYK活性を大きく阻害するので、リン酸濃度よりも高い濃度の
FBPが必要であった。通常、増殖時の菌体内リン酸濃度はおそらく20～40　mMなの
で（76）、FBPの不在時にはPYKは不活性な状態で存在する可能性がある。従って、
PYK反応は菌体内のFBP濃度に完全に依存すると思われる。おそらく、　FBPの菌体
内濃度はリン酸濃度よりも高くはならないと思われるので（57，76）、PYKはS．
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iactilYticaの菌体内では最大活性で作用することはないと推測される。　s．　lactllYticaの
PCKとPYKの至適pHは7．0であり、　pllの低下は両酵素の活性に大きな影響を及ぼ
さなかったが（Fig．5）、これは培養pHによって発酵パターンが大きく変化しなかった
という結果（デー一一一タ省略）と一致する。
Melvilleらの報告（45）によれば、　PEPを基質としてPCK反応を測定した時に、シグ
モイドの飽和曲線が得られ、PEPに対するKo．5値は5．5mMであった。しかし、本実
験では、PCKはPEPによってホモトロピックに活性化されず、　PEPに対するKm値
は0，55mMであった。この矛盾を現在説明することはできないが、　Melvmeら（45＞は
活性を増加させる筈のCO2とMn2＋を反応混液中に加えていないので、このことが関
係するのかもしれない。他のバクテリア、即ちE．cok’（77）、　A，　s　u　ccin　icip　rod　u　ce　n　s
（61）、およびR．flavefaciens（78）では、　PCKはPEPによってホモトロピックに活性
化されず、それらのKm値はむしろ本実験で得られた値に近かった。一方、　S。
佐c晦枕aのPYKはピルビン酸によりホモトロピックに活性化され、　Melv皿1eら（45）
の結果と一致した。PEPに対するPYKのKo，5値は0．11mMであり、　Melvilleら（45）
が報告した値（0．086mM）と近い値であった。
PEPに対するPCKのKo，5値は0．11mMであり、逆反応におけるOAAのKm値と
大きな差はなく、ADPに対するKm値はATPに対するKm値の半分であった。従っ
て、5，lac亡flyt　icaのPCK反応はおそらく可逆的であり、　PCKは糖新生を行うためにも
用いられると思われる。しかし、通常の増殖時には、PCKはおそらくATPの形成の
ために用いられると思われる。
　PYKの反応において、ピルビン酸に対するKo．5値はPEPに対する値よりも4．4倍高
く、ATPに対するKrn値はADPに対するKm値よりも1．5倍高かったので、　PEPか
らピルビン酸への反応の方が起こり易いと考えられる。おそらく、反応の平衡はピルビ
ン酸の生成方向に傾いていると思われるが、in　Vivoでは逆反応が行われる可能性もあ
る。Melvilleら（45）は、　S，1ac亡〃y亡f（nにおけるピルビン酸カルボキシラーゼ（Pyruvate
CarbOxylase）の存在を示唆したが、我々は同じ方法で行っても、この酵素の存在を確認
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できなかった。そのため、S．1acttiYti（nはLDHとPYKの反応によって乳酸からPEP
を生成すると考えるのが妥当と思われる。
S，lactilyt　icaをグルコースで培養したとき、　PYK活性はPCK活性よりも40倍高かっ
たが、乳酸と酢酸の生成量の合計は、コハク酸とプロピオン酸の生成量の合計よりも5
倍しか増加しなかった（Table　2）。ヒ述したように、菌体内ではPYKが最大活性で作
用しないことが一因であると考えられる。PCKとPYKの間でPEPに対する親和性に
ほとんど差がなかったことから、PCKの活性と量を更に増加させれば、本菌のプロピ
ォン酸生成を増加させることができると思われる。
グルコースで培養した菌のpck－mRNAの量は、乳酸で培養した時に比べ大きく減少
した（Table　2）。更に、乳酸で培養した菌におけるpck一一mRNAの量は、グルコースの
供給により大きく低下した。フマル酸を供給したときにもpck－mRNA量は低下したが、
その低下の程度はグルコース添加時よりも少なかった（Fig．8a）。pck－mRNA量と菌体
あたりのATP量の間には負の相関関係があり（Fig．9）、pck－mRNA量とAMP量また
はADP量の間には正の相関がみられた。　MelvMeら（45）は、　S．　lactflYti（raの連続培養
において希釈率（Dilution　rate；D）が0．1の時にはPCK活1生を検出することができた
が、Dが0．6の時はPCK活性を検出することはできなかったと報告している。
HobsonとSumme　rs（79）はS．　lacttiYti（raのATPプールはDの増加と共に増加したと
報告した。これらの結果から、S．　lacttiYticaのpCkの転写はATPにより抑制され、
ADPとAMPによって促進されると推測される。エネルギーが不足した時には、本菌
はPEPからプロピオン酸への発酵経路を増加させるように調節し、　ATP生成を増加さ
せるのであろう。
S，lactilyti（raをフマル酸とH2の存在下で培養した時、菌体あたりのATP量は低く、
ADPおよびAMPの量は高かったにも関わらず、　pck－mRNAおよびPCKタンパクを
検出することはできなかった。PEPもピルビン酸もこの培養条件下では検出できなかっ
たので、正）EPやピルビン酸はpckの転写を開始するために必要であると考えられる。
更に、転写活性化因子としては、ピルビン酸よりもPEPの方が可能性が高いと思われ
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る。なぜならPEPはPCKの基質であり、リン酸化合物だからである。しかし、菌体
内のPEPの量はグルコースの添加により増加したにも拘らず（Fig．9b）、pck－mRNA
量は低下した（Fig．8a）。この結果については、ATPによる転写抑制のシグナルはPEP
による転写促進のシグナルよりも強いために、pckの転写が抑制されたと説明できるで
あろう。
以上要するに、、S．　！actilyticaがグルコースを発酵する場合、　PEPはPYKによりピル
ビン酸に転換されるか、またはPCKによりOAAに転換されるが、後者の場合はプロ
ピオン酸生成につながるので（Fig．10）、プロピオン酸生成量はPYK活性とPcKの活
性の割合によって決まると考えられる。PYKは構成酵素（Constitutive　e　nzyme）であ
り、FBPとPEPによって活性化されるが、リン酸はPYKを阻害するので、菌体内の
PYK活性はFBP濃度に依存すると考えられる。　・方、　PCKはエネルギー一．－L供給に応じて
転写レベルで合成が調節される誘導酵素（lnducible　enzyrne）である。　pd（の転写にお
いて、ATPとPEPはそれぞれサプレッサーとアクティベーターとして作用すると推測
されるが、この点については更に確認する必要があろう。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Glucose
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（十）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　FBP　　　　　　　　　翫撫μ
　　　　　　　　　　　　　OAA　　　　　　　　PyrUvate　o　Lactate
　　　　　　　　　　　　　　↓　　　　↓
　　　　　　　　　　　Propionate　　　　　　　Acetate
　　　　　　　Hg．10．　An　assumptive　mechanism　for　the　regUlation　of　femmentation
　　　　　　　　　　pathwaySin　S．　ruminantium．㊥and◎indicate　the　st㎞ulation　and
　　　　　　　　　　inhibition　of　transcription，　respecti　v　ely．（＋）and（一）indicate　t　le
　　　　　　　　　　activation　and　inhibition　of　enzyme　activity，　respectively．
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要約
第1章．ルーメン微生物によるギ酸の代謝とメタン生成
ルーメンにおけるメタン生成を減少させるには、その基質の一つのギ酸をメタン菌以
外の菌に多く利用させることが有利であるとの考えから、ルーメン微生物によるギ酸の
代謝について調べた。微生物混合系において、糖を基質としギ酸生成速度を大きくした
場合でさえもギ酸は殆ど蓄積されなかったので、普通はギ酸の生成よりも消費能力の方
が上回ると考えられた。アンスラキノン（ATQ）によりメタン生成を抑制するとギ酸が
蓄積され、またギ酸を添加した場合にはギ酸の消費量に見合う量のメタンが生成された
ので、ギ酸は殆どがメタンに代謝されると考えられる。メタン菌はギ酸脱水素酵素
（FDH）を持ち、自身でギ酸をH2に転換した後に利用することが判明した。　一方、メタ
ン菌以外にもFDHを持つ菌が存在しギ酸をH2に転換することが確認されたが、　C　1ユ
ニットとしての利用は極めて少ないと考えられた。Fibrobacter　succin　ogenes，
Selenomon　as　　rurr～in　an　t加m，　Sθ1eno刀onas　」lactilYtゴ（親，　　Veヱ〃on　eヱ1a　　parvula，
Aロaero曲ガo加01y亡ゴ（坦などがFDHをもつことが示された。微生物混合系でATQに
よりメタン生成を抑制した場合、およびメタン菌を排除した混合系にギ酸を添加した場
合には、H2の蓄積により発酵の低下が見られたものの、プロピオン酸の生成割合が増
加した。これはH2から生ずる電子がプロピオン酸生成反応系で利用され得ることを示
し、それはそのような反応を行う菌がメタン菌と基質を競合する可能性があることを意
味する。
第2章．ルーメン微生物によるグリオキシル酸回路の関連物質からのギ
酸生成
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メタン生成を減少させるには、ギ酸の生成を抑制するという方法も考えられるので、
ルーメン微生物におけるギ酸の生成経路について調べた。ルーメンにおける重要なギ酸
生成経路と考えられるピルビン酸ギ酸開裂酵素反応以外のギ酸生成経路として、グリオ
キシル酸回路に着目し、これに関連した有機酸として、クエン酸、イソクエン酸、2一オ
キソグルタル酸、リンゴ酸、グリオキシル酸、およびシュウ酸を微生物混合系に添加し
て、基質の消費量と発酵産物の生成量を化学量論的に解析した。ギ酸は殆どがメタンに
速やかに代謝されるため、アンスラキノンによりメタン生成を完全に抑制した条件下で
ギ酸の生成を測定したところ、上記の有機酸からギ酸が生成されることが確認された。
また、メタン菌の存在下においても上記の有機酸は利用され、メタン生成が増加したこ
とから、通常のルーメンでもこれらの有機酸からギ酸が生成されると考えられる。特に、
シュウ酸は植物体に多く含まれているので、シュウ酸からのギ酸生成を抑制すればメタ
ンの減少につながると考えられる。
第3章．ルーメン微生物によるメタン生成に対するフマル酸添加の影響
メタン生成を抑制するための飼料添加物として、フマル酸が有効であるか否かを評価
するために、in　vitreの実験を行った。チモシー乾草と濃厚飼料を基質として培養した
ルーメン微生物混合系にフマル酸を添加したところ、メタン生成が減少した。添加した
フマル酸の大部分はプロピオン酸に代謝されたが、他の揮発性脂肪酸も少量は生成され
た。フマル酸は混合バクテリアによって利用されたが、混合プロトゾアには利用されな
かった。主要な既知ルーメン菌種において、Fibrobacter　s　uccin　ogenes、
Selenomonas　ru　min　an　tiu　rn　su．bspP．　ruminan　tium、　Se　len　onユonas　ruminan　tium
subspp．　lactilYtica、　VethoneUa　parvulaおよびWollinelia　s　uccin　ogenesがフマル酸
を最終電子受容体としてH2を酸化した。これらの菌は、ルーメン内におけるメタン菌
の主要な基質であるH2をメタン菌と競合することができると考えられる。しかし、こ
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れらの菌のH2に対する親和性はメタン菌の方が高かった。フマル酸の代わりにリンゴ
酸を基質とした場合でも同様な結果が得られたことから、これらの菌はフマル酸脱水素
酵素を持っていると考えられる。F．　s　ucci　ogenes、　V．　parvulaおよびW・
succin　oge　n　e　sはフマル酸を最終電子受容体として、メタン菌のもう一つの基質である
ギ酸を酸化した。ギ酸に対する親和性はメタン菌よりもフマル酸利用菌の方が高かった。
メタン菌とフマル酸利用菌の菌体量を等しくして共培養したところ、ギ酸とH2のどち
らを電子供与体とした場合でもメタン生成は大きく減少した。これらの結果から、反鯛
動物の飼料にフマル酸を添加すれば、ルーメン内のメタン生成が減少し、プロピオン酸
の生成が増加すると考えられる。
第4章．ルーメン微生物のフマル酸還元酵素の活性と特性
主要既知ルーメン菌種の中からフマル酸還元能の高い菌を検索した。第3章で述べた
菌に加えて、Rumin　ococcus　albus、　P「evotella　rtiminocola、およびAnaerovibrio
伽o加fcaがフマル酸を利用したが、これらの菌はH2を酸化しなかった。これらの菌の
中で、Fibrobacter　s　uccin　ogenes、Selenomonas属の2菌種、およびVe　filon　eUa
parvulaは特にフマル酸還元能が高かった。供試した全てのフマル酸還元菌において、
フマル酸還元酵素は膜画分に存在していた。菌体量あたりのフマル酸還元酵素活性とフ
マル酸に対するフマル酸還元酵素の親和性に基づいて、これらの菌は2つのグループに
分けられた。H2を電子受容体としてフマル酸を還元する菌のグループは、　H2を利用で
きない菌のグループよりもフマル酸還元酵素含量が多く、フマル酸に対する親和性が高
かった。このグループの菌は、ルーメン内のフマル酸還元においてもう一つのグルL－・一一プ
の菌よりも優勢となると考えられる。R．　albusとS．　lactilyti（xaを共培養したところ、フ
マル酸の添加によってRalbusの増殖が増し、その結果、繊維の消化率が増加した。
これは、R．　albusが生成したH2をS．　lact”Yticaが直ちにフマル酸還元に利用したため
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に，II2分圧が低く保たれたことによる効果と考えられる。従って、ルーメン内でもフ
マル酸の供給により繊維の消化が改善されると推測される。
第5章．　ルーメンバクテリア、Selenomonas　rum加anだum亜種
ヱactilyticaのホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼとピルビン酸
キナーゼの酵素特性およびそれらの遺伝子の構造と転写調節
．FSelenomotias　ruminar」　tium　subspp．　lactiiYticaのプロピオン酸生成の調節機構を解
析するためにPEPカルボキシキナーゼ（PCK）とピルビン酸キナーゼ（PYK）の酵素特
性とその遺伝子の発現について調べた。PCK遺伝子（pciOの塩基配列の解析から、
PCKは分子量59．6　kDaで、538個のアミノ酸から成ることが判明した。精製した
PCKの分子量も同じであったので、　PCKは単量体であると考えられる。一方、　PYK
遺伝子（pyk）は469個のアミノ酸をコードしており、その分子量は51．3　kDaと推定さ
れた。しかし、精製したPYKの分子量は約210kDaであり、その電気泳動解析におい
て単一一バンドであったことから、PYKは4つの同一のサブユニットから成ると結論づ
けられた。PCKの最大活性にはMg2＋とMn2＋の両方が必要であり、またPCKは
ADPを基質とし、　GDPとIDPを基質として用いなかった。　PYK活性にはMg2＋と
Mn2＋のどちらか一方が要求され、　K＋は活性を更に高めた。　PYKは、基質であるボス
ホエノールピルビン酸（PEP）により活性化された。フルクトースー1，6一ビスリン酸
（FBP）もPYKを活性化した。　PYKの活性はリン酸によって大きく阻害されたが、リ
ン酸よりも高い濃度のFBPを添加することにより、　PYK活性は回復した。　PEPに対す
るPCKのKm値はPYKのKm値とほぼ等しく、PEP以降の代謝の流れの振り分けは、
PCK活性とPYK活性の割合により決まると考えられる。　pckとpykのどちらの転写
様式も単シストロン性であったが、pykの転写開始部位は2箇所であった。グルコース
または乳酸のどちらをエネルギー基質として培養した場合でも、細胞内のpyk－rnRNA
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水準は同程度であった。しかし、pck－mRNA水準は、グルコース培養時よりも乳酸培
養時の方がはるかに高かった。pck－mRNA水準がエネルギーの供給量と逆相関であっ
たことから、エネルギー供給状態により、転写レベルでPCKの合成が調節されている
と考えられる。S．　lacttiy亡iCEEIにおけるpckの転写は、　PEPにより開始が誘導され、
ATPによって抑制されると推測される。
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第2部
　　　乳酸およびギ酸生成の制御：
Streptococcus　bovisにおける発酵の調節
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省略語
乳酸脱水素酵素（Lctate　dehydrogenase；LDH）
ピルビン酸ギ酸開裂酵素（Pyruvate　formate－lya9．　e；PFL）
高速液体クロマトグラフィー（High－performance　liquid　chromatography；HPLC）
フルクトースー1　，6一ビスリン酸（Fructose－1，6－diphOsphate；FBP）
リン酸カリウム緩衝液（Potassium　phosphate；KPD
ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動（Sodium　dodecyl
sUifate－polyacrylamide　gel　electrophoresis；SDS－PAGE）
PFL活性化酵素（PFL－activating　enzyrne；PFL－AE）
アルコー一ルデヒドロゲナーゼ（Alcohol　dehydrogenase；Ail1）H）
希釈率（Dilution　rate；D）
ジチオスレイトー一一・ル（Dithiothreitol；DTT）
ジヒドロキシアセトンリン酸（Dihydroxyacetone　phosphate；DI－IAP）
D一グリセルアルデヒドー3一リン酸（D－glyceraldehyde－3－phosphate；GAP）
飛行時間型質量分析（Time　of　f／ight　mass　spectrometry；TOF－MS）
グルタチオンーS一トランスフェラーゼ（Glutathic）ne　S－Transferase：GST）
フォスフォトランスフェラーゼシステム（Phosphotransferase　system；PTS）
グリセルアルデヒドー3一リン酸　デヒドロゲナー一ゼ（Glyceraldehyde－3－phosphate
dehydrogenase；GAPI）H）
アセトアルデヒド脱水素酵素（Acetaldehyde　dehydrogenase；ADH）
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序章
近年の集約的飼養においてはデンプン含量の高い濃厚飼料の多給が普通である。この
方法でもある程度はメタン生成を減少させ、プロピオン酸生成を増加させることにはな
るが（1）、これでは反鋼動物の最大の長所である繊維の利用能を生かすことにはならな
い。しかも、濃厚飼料の多給は繊維の消化率を低下させてしまう。その主な原因は、急
激な発酵の結果、ルーメン内のpHが低下することにあり（2，3）、主要繊維分解菌が低
pHに弱いことによる（4，5，6）。乳酸は通常のルS・一一一メン内ではプロピオン酸生成の基質
として利用されるため、ルーメン内には蓄積しない中間代謝物であるが、濃厚飼料を多
給した場合などには多量に蓄積することがある。乳酸のpKa値は3．9であり、他の
VFAのそれよりも1程度小さい。つまり、乳酸の方が10倍程度強い酸なので、乳酸
の蓄積はルーメン内のpHを大きく低下させることになる。乳酸の蓄積により、ルーメ
ン内のpHが5．5以下になると、多くの微生物の活動・増殖が抑制され、正常なルーメ
ン発酵が行われなくなり、消化不良、食欲減退、ルーメン運動の停止、および下痢など
が生じ、いわゆる”ルーメンアシドーシス”と呼ばれる症状をもたらす（7）。このことか
らも、濃厚飼料の多給は好ましい方法ではなく、適度な乳酸生成が行われるように制御
する必要がある。
従って、H2とギ酸の生成経路を乳酸生成経路に切り替えれば、メタン生成が減少す
ることにはなるが、ただ乳酸生成経路を増加させればよいという訳にはいかない。つま
り、ルーメン内の乳酸生成は、ルーメンアシドー一一シスに至らない程度にし、しかも、で
きるだけメタン生成を抑制し、またプロピオン酸生成を増加させるように、バランスよ
く調節する必要がある。
更に、第1部で述べたように、メタン生成を減少させるためには電子受容反応（還元
反応）を増強する必要があるが、その反応系として硝酸からアンモニアに至る硝酸還元
反応系が重要である（8）（Fig．1）。この反応には、電子供与体として乳酸が効果的に働
くので（9）、適度に乳酸を生成させることは極めて重要である。
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Fig．1Major　electron　flow　from　glucose　to　methane
in　the　whole　rumen
そこで本研究では、乳酸とギ酸の生成を制御することを終局的目的として、その生成
に関連する発酵の調節機構を解析・解明することを目的とした実験を行った。そのため
に、乳酸とギ酸を生成する代表的なルーメン菌として、St’reptococcus　bovisをモデル
として供試した。
ルーメン内の主要乳酸生成菌であるS．　bovisは、常在ルーメン菌の中では最も低pH
に耐性のある菌であり、デンプン分解能が高い。濃厚飼料の多給時には、本菌は易発酵
性の基質であるデンプンを消費して過剰に増殖し、主に乳酸を生成するような発酵様式
をとる。乳酸の蓄積によりpHが低下すると、他の菌は増殖できないがS．　boVisは増殖
するので、しばしば最優勢菌となる（2，10）。更に、S．　bovlsは低pHになるとなおさ
ら乳酸生成を増加させるために、ルーメン内のpHは増々低下し、結果としてルーメン
アシドーシスを進行させることになる（2）。
S．　bovisは、菌体外pHが低下して菌体内のpHが低下しても、ある程度までは生存
できる（2）。これは、ある程度菌体内pHが低下しても乳酸脱水素酵素（Lactate
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dehydrogenase；LDH）の活性は低下しないので、本菌は乳酸発酵の経路に切り替え
ることにより増殖を続けることができるためである。つまり、この菌は中性pH（6．0～
7．0）ではギ酸、酢酸およびエタノールを主に生成するが、低pH（4．5～6．0）では乳酸生
成が主体となる（2）。
バッチ法培養では、S，　bovisはpH　6．7でも主に乳酸を生成するが（2）、これは過剰
のグルコースが存在し、増殖速度が高い時には乳酸生成が高められるからである。他の
Streptococcus属の菌においても、過剰のグルコースが供給されたときにはグルコース
はほとんどが乳酸に代謝され、一方、グルコース制限培養時にはギ酸、酢酸およびエタ
ノールが主要発酵産物となることが報告されている（11，12）。このように、本菌の乳酸
生成は様々な要因により影響されると考えられる。
　　　　魎　　　　　↓
（Embden－Meyerhof　pathway）
…－NADｫAl）P－・・A’・P
　　　　NADH　Py・uvat・　C・A
NAD@、D、1　回
1・ag｝－tate　　　　Acetyl℃・A　　㎞
　　　　　　認H需ン　’庫＆A
　　　　　　Acetaldehyde　Acetyl　phosphate
　　　　　　認Hd　繍罫
　　　　　　　　E血anΩ1　　　　AWiale
Fig，2．　Pathways　of　glucose　fermentation　by　S．bovis．
　　LDI　I：Lactate　dehydrogenase，PFL：Pynlvate　fomlate．lyase．
s．　bovisの発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合は解糖経路の分岐点であるピ
ルビン酸がLDHにより乳酸に転換される方向に流れるか、またはピルビン酸ギ酸開裂
酵素（Pyruvate　formate－lyase；PFL）によりアセチル℃oAとギ酸に転換される方向
に流れるか、という2方向への代謝の流れの振り分けによって決まる（Fig．2）。従って、
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発酵の調節については、LDHとPFLの性質と合成の調節について知ることが重要であ
る。
　この第2部の第1章では、ルーメンバクテリアにおける低pH耐性と乳酸生成能との
関連について検証した。第2章では、S．　bovisのLDH合成の調節について、特に転写
レベルで解析した。第3章では、S．　bovisのPFLの活性を測定し、その特性について
調べ、更にPFL遺伝子の塩基配列を決定した。第4章では、　S．　bovisのLDHおよび
PFLの合成がどのように調節されているかを、特に転写レベルで解析し、本菌の発酵
調節について考察した。また、PFL特異的抗体を用いてPFLの翻訳後調節についても
調べた。第5章では、S．　boVisの発酵調節に及ぼす解糖系中間体、　ATP濃度、および
NADH／NAD＋比の影響について調べた。
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第1章．ルーメンバクテリアの低pH耐性と乳酸生成能の関係
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
バクテリアに対する最も大きなpHの影響は、菌体外のpHが低い時に菌体内のpH
が低下することである（ユ3）。ルーメンバクテリアのほとんどは中性付近で生育するが、
pHが低い時には、基本的には菌体内のH＋を汲み出すことによって菌体内pHを中性
付近に維持する。低pHに耐性のある菌は、この点において二つのグループに分けられ
る。その一つは菌体内のH＋を汲み出す能力の高い菌である。このような菌の例として
Me　gasph　ae　ra　els　den　tiが挙げられる。本菌は菌体外pHが5．5に低下したときでさえ
菌体内pHを6．5以上に維持することができる（14）。
他の一つは、S．　bovisのように菌体外pHが低下するに連れて菌体内pHも低下する
が、低pHで進行できるような酵素（LDH）を用いる発酵経路に切り替えることによっ
て増殖能を維持する菌である。S．　bovゴsと同様に、　Selenomonas　ruminan　tium（15）
やLac亡obacthus属（16）は比較的低pHに強い菌であり、菌体外pHが低下して、菌体
内pHが低下しても、乳酸生成を高めることができる。これらの事実から、　LDHの活
性が高い菌、および低pH時にその活性を高める能力のある菌は低pHに対して耐性を
もつと推測される。
ルーメンの主要セルロース分解菌であるRu㎜inococCus　a！bUS、　RuminOCOCCUS
fiavefaciens、およびFibrobacter　s　u　ccin　ogenesはpH　6．0以下では増殖できず、そ
の菌体内pHは、菌体外pHが6．8から6．0に低下すると、7．0から6．2に直線的に低
下する（4）。菌体内からH＋を汲み出すための主要な機構であるH＋－ATPase活性は、
M，　elsdenfiやS．　boVisなどの低pH耐性菌と比べ、これらのセルロース分解菌の方が
低かった（17）。
2種のRu　min　ococcusは少量の乳酸を生成したが、　F．　succinogenesは検出できる
ほどの乳酸を生成しなかった（18）。これらのバクテリアがpHの低下に抗して生育で
102
きないのは、乳酸生成能が低いか、またはその能力がないこと、あるいはpHの低下に
応じて乳酸を生成する経路に発酵を切り替える能力がないことによる可能性がある。
そこで、セルロース分解菌が低pHに耐性がないことの理由を明らかにすることを目
的として、乳酸生成能が重要であることを証明するための実験を行なった。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
低pH耐性と発酵産物における乳酸の割合が異なるS．わovゴs　JB1株とTH1株、　S．
nimin　an　tium　12561（ATCC）株、　Bu　tyn’vibrio　fibris　olvens　19171（ATCC）株とTH1
株、およびRalbUs　7（ATCC）株を供試した。菌の入手源は第1部・第1章に記載し
た通りである。TH　1株は当研究室で山羊（19）から分離し、同定したものである（20，
21）。
120m1ワクチンバイアルに培養液60　mlを入れ、バッチ培養法で各菌を39℃で嫌気
的に培養した。S．　bovis、　S．　rumin　an　tium、およびB．　fibris　olvensは下記の組成（g／D
の培地で培養した。K2HPO4，0．45；K日2PO4，0．45；（NH4）2SO4，0．9；NaCl，0．9；
CaC勉・2H20，0．12；MgSO4・7H20，0．19；グルコース，0．5；トリプチケース，1；カ
ザミノ酸（Difco），1；トリプトファン，　o．05；システイン，　o．6；ビタミンおよびミネラル
溶液（22）；VFA溶液（23）。　R，　albusの培養には、グルコースをセロビオースに変えた
培地を用いた。培地のpHは、7．0または各菌の増殖可能最低pHに調整した。低pH
で2～3度継代培養することにより増殖可能最低pHが0．1～0．2低下するので、増殖
可能最低pHで培養する場合には3度継代培養したものを用いた。菌の増殖は、600
mnにおける吸光度を測定することにより見積もった。
培養は3連で行い、1～3時問毎に嫌気的かつ無菌的に調整した8％Na2CO3を加え
ることによってpHをほぼ一定に維持した。　LDH含量を測定する場合には、対数増殖
後期に培養を停止した。
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発酵産物、およびグルコースとセロビオースの定量
生成された有機酸は、第1部・第1章で述べたように、6％スルポサリチル酸で処理
したサンプルを用いて、IIPLCにより分析した。培地中に残存したグルコースとセロビ
オース、および生成されたエタノールの定量は以下のように行った。培養液を遠沈
（20，000×9，10min）し、その上清を陽イオン交換カラム（Amberlite　IRS－200：
Oruganc），　Japan）に流し、続いて陰イオン交換カラム（Ambe　rlite　IR－120：0rugano）
を通過させた。その溶出液を用い、グルコースオキシダーゼ（Glu．cose　oxidase）法
（Glucose　Tes亡Kit－Wako，　Wako　Pure　Chemica1　lndustries，　Japan）によって残存グル
コース量を定量した。また、セロビオースはNelson－Somogyi法によって定量した
（24）。エタノールは、ガスクロマトグラフィーにより定量した（第1部・第1章）。即
ち、Flusin　Pをポリエチレングリコール（PEG）一　6000（Gaskuro　Kogyo）で被覆した
坦体を充填したカラムを使用し、カラム温度を110℃に設定して分析した。
菌体抽出物の調製
LDH活性を測定するための菌体抽出液は、第1部・第4章に述べたように行い、菌
体破砕率が一定（約95％）になるまで破砕を繰り返した。未破砕の菌体を遠沈（20，000
×g，10min）により取り除き、上清を限外濾過（分子量13，000以下を除去）により濃縮
し、直ちにLDH活性の測定に用いた。
LDH活性の測定
菌体抽出液中のLDH活性はNADHの酸化速度から求めたが、　NADHは波長340
nmにおける吸光度の測定により定量した（2）。標準反応混液（1．5　ml）として、100
mMヒスチジン緩衝液、10mM　MgC12・6　H20、5mMピルビン酸ナトリウム、0，2
mM　NADH、1．O　mMフルクトースー1，6一ビスリン酸（Fructose－1，6－bisphosphate；
FBP）、菌体抽出液（タンパク量として1～2μg）を含む液を用いた。菌体抽出液の添
加により反応を開始し、室温における反応速度を測定した。NADHオキシダーゼ
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（NADH　oxidase）活性はピルビン酸を添加しない場合のNADHの酸化速度により測定
し、この値をピルビン酸を添加した場合の速度から差し引いてLDH活性とした。菌種
間における菌体量あたりのLDH活性を比較するため、　LDH活性を菌体窒素あたりの
活性で表現した。菌体の破砕率を95％と一定にしたため、菌体窒素量は反応混液に加
えた菌体抽出液の量に比例する。菌体窒素量は、培養停止後の菌体をケルダール法によ
り分解し、生じたアンモニアの量をインドフェノール法により定量することにより求め
た（26）。
データの検定
データの検定は、第1部・第1章と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
低pHおよび中性pHにおける増殖と発酵産物
各菌の増殖可能最低pHをFig．1に示す。．S．　bovis　JBI株はpH　4．5でさえも増殖で
きたが、TI　I1株はpH　4．9以下では増殖できなかった。どちらの菌株も、　pHに関わら
ず主に乳酸を生成したが、JB1株の方が乳酸生成量が多かった（Table　1）。また、どち
らの菌株の場合も、pH　7．0よりも低pHで乳酸生成の割合が高かった。しかし、両菌
株における乳酸生成の割合は、バッチ法培養では常に高かった。これは過剰のグルコー
スが供給され、LDHのアロステリック活性化因子であるFBP（27）の菌体内プールが
増大したためと考えられる（Fig．3）。そのため、グルコV－一ス制限の連続培養で中性pH
と低pHとで生成される乳酸の割合が著しく異なっていたという以前の結果とは異なる
結果となったと考えられる（2）。
S．ru　ln　in　an　tiumはpH　5．2で増殖が可能であり（Fig．1）、このpHではpH　7．0の時
よりも高い割合で乳酸を生成した（Table　1）。S，　bovisの場合と同様に、　PH　7．0での乳
酸生成が多いため、pHの違いによる乳酸生成量の差は小さくなったと考えられる。し
かし、その理由はS．bovisの場合と異なると思われる。なぜなら、　FBPは
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Table　1．R・1・ti・・p・・P・rti・n・f　f・㎜・・tati・n　p・・d・・t・・fb・・t・ri・g・・w・at・・utral・and　1・w　pH＊ユ
Species StrainpH 　　　　　Fermentation　products＊2
（mol／100mol　glucose　femented）
Suc For Ace Pro But Eth Lac
Increase
of　lactate
（％）
S，bovis
s．r㎜加α纏μ脚
β．ノ諺briSOルens
R．albus
JB1
TH1
1256ユ
TH　1
19171
7
??
?????
?
??
?????
?
???
????
　
???
?
?????
???」
??
?????
? ??
?? ?
??）?
?
???
?
?（?
??ー
57c
59
46d
24f
?????
60c
32e
15ga
86b
44d
31e
30c
5f
28c
15e
11e
2f
?????
32c
2ユd
118a
95b
」???
?????）
23a
12b
???
?????
??
??
」??
???
52b
50b
??（???
?（ ??
27c
O9
20d
ge
???
??1
30c
lle
79b
98a
147b
200a
113c
147b
155b
184a
75d
122c
10f
36e
59
ﾍ
（36）
（30）
（19）
（63）
（260）
??
　　　Samples　were　collected　at　ful1　growth．
＊1Means　Within　columns　With　no　common　superscript　letters　differ（Pく0．05）．
＊2　Suc，　Succinate；For，　Formate；Ace，　Acetate；Pro，　Propionate；But，　Butyrate；Eth，Ethan l；Lac，　Lacta e
15
α5
??
2
”
（???????
O．5
O
o 5 1o　　　　　Is　o　　　　　　s
　　Time（h）
10 15
Fig．1．　Grow山of　bacteda　at　pH　7．O　and　the　lowesl　pH　pe面tting　gmwth：
ん∫．boレis　JB1（○，●）and　TH1（口，■）；B．　S。　rtanincmtitmt；
C．B．　fibrisotりens　THI（○，●）and　19171（口，凹）；D．　R．　albl∬
（Culture　pH　is　shown　l口the　figures）．
tiumのLDHを活性化しないからである（後述、　Fig．3）。
B．fibrisolvensの両株とも、明らかにpH　7．0よりも低pHで高割合の乳酸を生成し
た（Table　1）。低pHでの乳酸生成の増加は、　TH　I株（63％）よりも19171株（260％）
で大きかったが、低pH時に19171株によって生成された乳酸の量（36mol）はTH1
株がpH　7．0で培養した時に生成した乳酸の量（75　mol）の半分であった。これは、　TH1
株が19171株よりも低pHへの耐性をもつことと関係があると推測される（Fig．1）。
R．　alb　usの乳酸生成は少なく、　pHの低下によって乳酸の生成割合は増加しなかった。
この菌が低pHで増殖する能力がないのは、乳酸生成能が低いこと、およびpHの低下
に応じて乳酸生成を高める能力がないことのためと思われる。
LDHの特性
乳酸生成はLDH活性によって左右されるが、その活性は主に菌体内のLDHの量と
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100
57
05
52
（?）?〉??〉??
0
5．0 6．0 7．0　　　　5，0
　pH
6．0
F孟g．2．Effect　of　pH　on　the　re丑ative　actjvjty　of　LDH（％of　maxi皿um　activity）：
　　　S．boソis　JB1（●）and　TH　1（○）；S．　r【enbtantitmt（▲）；
　　　B．ノibrisolvens　TH1（■）and　19171（口）；1～．　albus（◆）．
　　　Cells　grown　at　neutral　pH　were　usod，　and　esscntiajly　tbe
　　　same　resu翼ts　were　obtained　wi　th　cells　grown　aほhe　lowest　pH　pe皿盛εt加g
　　　growth，
7．O
特性によって決まる。酵素の特性としては、活性は主にpH、エフェクターおよびイオ
ンの影響を受ける（28）。Fig．2に、　pHが各菌のLDH活性に及ぼす影響を示す。　S，
bovis　JB1株のLDHの至適pHは5．5であったが、　TH　1株では6。0であり、JB1株よ
り少し高い値であった。LDHの至適pHは乳酸生成、従って低pHでの増殖と関連す
ると思われる・しかし、比較的低pH耐性があるS．伽〃2’π伽吻〃2の至適pHは6．5で
あった（Fig．2）。その代りに、この場合のピークは幅広かった。これは、　LDH活性に
対するpHの影響が比較的小さいことを示す。また本菌のピークの形から、本菌が至適
pHの異なる2つのLDHを持っているものと推測される。GilmourらはS．
r締疏αη励用5934e株がNAD依存性のL－一およびD－LDHを持っていることを報告
している（29）。本研究に用いた菌株も、同じように2つのLDHを持っているとすると、
N方は中性付近で高い活性をもち、他方は低pHでも活性をもつLDHと考えられる。
B．∫thrisolvensの2菌株の至適pHはいずれも6．0で、ピークの形も同じであった
（Fig．2）。また、酵素反応のキネティクスも同じであったことは、2つの菌株とも同じ
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LDHを持っていることを示すと考えられる。
R．albusのLDHの至適pHは6．5であり、ピークの形は他の6種の菌の中で最もシャー
プであった。このことは、他の菌に比べて本菌のLDH活性がpHの変化により大きく
影響を受けることを示す。
S．7μ〃！伽η枷〃1を除いて、供試した菌の全てが最大活性のためにFBPを要求し・1
mMで十分活性化された（Fig．　3）。
（?）?????????
loo
75
50
25
0
　0 05 1 15
FDP（mM）
Fig。3．　EffeCt　of　iDP　concentration　on　the　relative　ac吐ivity　of　LDH
　　（％of　maximum　actjvity）二
　　　S．わoy‘5　JB1（●）；＆　rtaninantium（▲）；B・ノ琵π誌o’yεπ∫TH　1（■）；
　　　1～，albus（◆）．
　　　Ce恥used　wercしhe　same　as　noted　in　Flg．2．
ピルビン酸を基質として用いたときのLDHのキネティクスをFig．4に示す。供試し
たLDHの全てがホモトロピックな活性化を受けるアロステリック酵素であった。　S．
bov　is　JB1株のKo5値は1．5　mMで、　TH1株でもほとんど同じであった（データ省略）。
B，fibrisolvensの両菌株のKo5値はおよそ2。O　mMで、　S．　bovisの値よりわずかに高
い値であった（データは片方の菌株のみを示す）。S・ru　m・in・an・t　in　mのKo5値は非常に
低かった（約0．5mM）ので、本菌のLDHは特にピルビン酸との親和性が高いと考えら
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　　　　　　　　　　024681530　 　　　　　　 　 　 　　　Pyruvate（mM）
　　　　　　　　Fig．　4．　Effect　of　pyruvate　concentration　on　LDH　activity
　　　　　　　　　　（％　ef　estimated　Vmax）：
　　　　　　　　　　　∫．　bovis　JB1（●）；Sg　ノ’tmlinantittm（▲）；1ヌ．　ノ窄brisoh／ens　T｝｛1（■）；
　　　　　　　　　　　R・albus（◆）．
　　　　　　　　　　　Arrews　indicate　Ko．s　values．　Cells　used　were　1he　samc　as　noted　in　Fig，2．
れる。本菌が2つのLDHを持っているとすると（前述）、この値は2つの酵素の平均
値、もしくはどちらか一方を大きく反映した値を表わしていることになる。これに対し、
R．　albusのLDHは高いKo．s値（約3．O　mM）を持ち、最大活性を持つためには高濃度
の基質を必要とすることが判明した。このLDHは、菌体内で他の酵素とピルビン酸を
競合する場合、不利となる可能性がある。つまり、ピルビン酸は他の酵素、特にピル
ビン酸脱水素酵素（Pyruvate　dehydrogenase）によって、より容易に代謝されると思
われる。これらのLDHの特性は中性pHで培養した菌を用いて調べたが（Fig．2，3，4）、
増殖可能最低pHで増殖させた菌を用いた場合にも同様な結果となった（データ省略）。
これは、pHに拘わらず同じLDHが合成されることを示すと考えられる。
低pHおよび中性pHで培養した菌におけるLDH含量の比較
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Table　2．Lactate　production　and　LDH　content　in　bacteria　grown　at　neutral　and　low　pH＊1
Species StrainpH Lactate
produced＊2
LDH
content＊3
S．bovis
s．　ruminantium
B．fibrisolvens
R．albus
JBl
TH1
12561
THl
19171
7
11
26
9
21
10
24
5
16
0．68
4．17
0．32
0．20
74
237
51
123
　1．8
　4．3
　2，1
　3．8
　0．8
　1．4
　0．44
　0．28
＊1　Samples　were　collected　at　ful｝growth．
　　Sugars　were　not　detected　when　cells　were　harvested，　indicating　that
　　the　sugers　added（59／1）were　almost　completely　consumed，
・2Pt．m・11・ctate／10mg　final　cell・1…N
・3Pt．m・I　NADH・xidized／mi・／10μ9細㏄ll・1・・N
Table　2に示したように、中性pHで培養した場合の菌体中のLDH含量は菌種間で極
端に異なる。より多くの乳酸を生成する菌株は多量のLDHを保有していたが、　LDH
含量の違いは生成された乳酸量の差よりもはるかに大きかった。中性pHにおけるLDH
含量も、低pH耐性と相関があることを示唆する結果であった。
速い速度で増殖し（Fig．1）、従って速い速度で多量の乳酸を生成するs．　boVfsは極端
にLDH含量が高く、またLDH含量はpH　7．0で培養した時よりも低pHで培養した時
の方が2～3倍多くなった。このことは、S．　boVisはpH、特に菌体内pHの変化に応
じてLDH合成を調節することを示している。特に、低pH時にTH1株よりもJB1株
の方が多量のLDHを持っていたことは、後者の方がpHの低下に応じてLDH合成を
増加させる能力が高いことを示す。本菌のLDHの至適pHは低いので（Fig．2）、酵素
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自身も低pHで高い機能を発揮すると考えられる。
同様に、低pllで増殖させたS．　ruminantiumのLDH含量はpH　7．0で増殖させた場
合より2倍以上多く、LDH含量の増加は乳酸生成量の増加とほぼ一致した（Table　2）。
本菌のLDH含量がS．　bovisよりもはるかに低かったことは、本菌のLDHがより効率
的に機能することを示している。これはと述したように、本菌のLDHのKo．5値が低かっ
たことで説明できる（Fig．4）。また、ピルビン酸を代謝する他の酵素の含量および特性
との関係もあろう。
B，fibris　ol　ve　n　sの両菌株においても、同じように低pHでLDH含量が増加したが、
生成された乳酸の増加量（3～6倍）に比べて、LDH含量の増加ははるかに少なかった
（約2倍）。本菌のLDHの至適pHは6．oであり（Fig．2）、菌体外pHが7．oの時、本
菌の菌体内pHは7．0付近と推測されるので、　pH　7．0で培養した菌ではLDHが最大活
性を発揮しないと考えられる。言い換えると、低pHで増殖している場合の方が、　LDH
が効率的に機能すると推測される。B．　fibris　01　ve　n　s　TH　1株の方が19171株よりも菌体
量あたりのLDH含量が高かったことは、　TH　1株の乳酸生成量の方が多かったことと一
致する。Shaneら（30）とLathamとLegakis（31）は、乳酸生成量に基づいてB，
fibn’s　olve　n　sを2つのグループに分類した。その基準に従うと、　TH1株と19171株は
それぞれグループ1とIIに属することになる。おそらく、TH1株は多量のLDHを合成
する能力を有しているが、LDHの特性は19171株のそれと同様であろう。
低pHに適応することにより、19171株の乳酸生成が増加するかどうかを調べた。菌
をできる限り低いpHで増殖させ、一日おきに新しい培地に植え継いだ。10日後には
増殖可能最低pHが5．8から5．4に低下したが、菌体量当りの乳酸生成量は20～30％
しか増加しなかった。菌体量当りのLDH含量は測定しなかったが、このような短い期
間ではLDH合成能が大きく高められることはないと思われる。　LDH合成の調節機能
を変えるには長い時間を要するであろうし、または、突然変異が必要かもしれない。増
殖可能最低pHがいくらか低ドしたのは、　H＋－ATPase活性の増加などの他の理由のた
めであろうと考えられる。
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乳酸生成量の少ないRalbusはLDHの含量も極端に少なく、　LDH含量は低pl　lで
増加しなかった（Table　2）。むしろ、菌体あたりのLDH含量は減少する傾向があった。
R　albusが低pHで増殖できないことの一因は、　LDH含量が極めて低いために乳酸生
成能が低いことにあると考えられる。また、低pH時にLDH合成を増大させることが
できないこと、および菌体内pHの低下によりLDH活1生が大きく低下することも重要
な要因であろう（Fig．2）。更に、基質親和性が低いことも影響するであろう（Fig．4）。
それ故、乳酸生成の能力を高めることによって、Ralbusに低pHに対する耐性を持た
せることができると考えられる。つまり、低pH時に高い活性を持ち、しかも基質親和
性が高いLDHの遺伝子を導入することにより本菌のLDHを改善できるであろう。ま
た、低pH時にLDH含量を増加させるようにすることも大切であるが、それにはLDH
合成の調節機構を解明する必要がある。
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第2章．S　trep　tococcus　boVisにおける
　　　乳酸脱水素酵素合成の調節
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序1
S．bovisのLDH合成がどのように調節されているかを、特に転写レベルで解析した。
この目的のために最初にLDHの精製を行い、続いてLDH遺伝子（ldh）のクローニン
グとシークエンスを行った。そして、種々の培養条件が菌体内の1dh－mRNA量にどの
ように影響するかを調べた。また、酵素の特性や塩基配列およびアミノ酸配列が菌株間
で異なるかどうかを調べるために、起源が異なる三つの菌株を用いて本実験を行った。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
S，bovゴs　JB1株、および当研究室で山羊と牛から分離・同定したTH1株とTH2株を
供試した（第1章）。
培養には11ボトルを用い、バッチ培養法で39℃で嫌気的に培養した。使用した培
地の組成（g／Dは下記の通りである。K2HPO4，　O．45；KH2PO4，0．45；（NH4）2SO4，0，9；
NaC1，0．9；CaC12・2H20，0．12；MgSO4・7H20，0．19；グルコース，5；トリプチケー
ス，1；酵母エキス，1；システイン，0．6。培地のpHを7．0に調整して培養を行い、対
数増殖後期で培養を停止した。
クローニングのための宿主菌として、Escherゴchia　coli　XL1－Blue　MRF’［A（mcrA）
183，∠（mcrCB－hsdSMR－mrr）173，　endA1，　supE44，　thi－1，　re　cA1，　gyrA96，　reIA1，
lac，［F’proAB，　laclq　Z　A　M　15］，Tn　10（tet「）］（Stratagerle，　U．S．A．）を用いた。クローニ
ングベクターとして、プラスミドpUC18とpUC19を用いた。
　E．　coh’の培養方法は、第1部・第5章に記載した通りである。
LDH活性の測定
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LDHの活性測定は、第1章と同じ方法で行った。
S．bovisのLDHの精製
全過程を4℃以下で行った。菌体を遠沈（20，000×g，10・min）により回収し、50
mMリン酸カリウム緩衝液（Potassium　phosphate；KPi，　pH　7．0）で洗浄した。沈殿を
同緩衝液に懸濁し、フレンチプレスで破砕（1，800㎏／cm2，12回）した後、遠沈
（20，000×9，　10　min）により未破砕の菌体を取り除いた。タンパクを塩析するために、
上清に硫安を飽和濃度の40％となるように添加した。氷上に20分間放置し、遠沈
（20，000×g，10rnin）により沈殿を回収した。20　mMのKPi（pH　7．0）に沈殿を溶解し、
限外濾過（分子量13，000以下を除去）で濃縮した。濃縮した抽出物を遠沈（20，000×g，
10　rnin）し、透明な上清をDEAE－SepharoseCL－6B（Amersham　Pharmacia　Biotech．）
のカラム（2．5×50crn）にロードした。次に、0．02～1MのKPi（pH　7．0）の直線的濃
度勾配法により溶出し、10n11ずつに分画してLDH活性の測定とタンパク濃度の測定
に用いた（32）。タンパク濃度は色素結合法（Coomassie　Brilliant　Blue）で定量した。
LDI　Iを含む画分を限外濾過で濃縮し、5T　AMP－Sepharose　4B（Amersham
Phamiacia　Biotech．）のアフィニティーカラム（1．0×10　cm）で分離した。溶出には5
mM　NAD＋と1MKC1を用いた。精製の最終段階として、酵素溶液をResource　Qカ
ラム（Ame　rshatn　Pharmacia　Biotech．，6m1）に注入し、0．02　M　KPi（pH　7．0）に0～
0．5MのKCIを混合した溶媒を用いて直線的濃度勾配法により溶出した。　LDHの分子
量とそのサブユニット構成は、ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気
泳動（Sodiu　m　d　odecyl　sulfate－polyacrylamide　gel　electrophoresis；SDS－PAGE）に
より決定した（33）。
アミノ酸分析
精製したLD卜1を6NHC1に懸濁し、105℃で24時間加水分解した後に、フェニル
イソチオシアネートで標識した。Liquimat皿カラムを接続したKontronアミノ酸分析
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器でアミノ酸組成を分析した。
N末端アミノ酸配列の決定
精製したLDH（10　pmol）をSDS－PAGEにより更に分離し、　Towbinらの方法（34）
に従ってPVDF膜に転写した。　N末端のアミノ酸組成をプロテインシークエンサー
（Mode1370A，　PE　Applied　Biosystems）により決定した。
S．bovisのldh遺伝子のクローニングと解析
Streptococcus　mutansとStreptococcus　thermophflusの1dhの配列に基いて
PCR反応のオリゴヌクレオチドプライマー一一一を設計し、　DNAシンセサイザー（Mode1
380A，　PE　Applied　Biosystems）で合成した。その配列を次に示す。
5LATGAAGACTGTGC　GGATGCTG－3’　　　　（21　　　　rne　r）　　　　と
5’－ATGAfl’1’GTATAGGCAGCATCGC－3’（22　mer）。これらのプライマーを用い、各菌
株の染色体DNAを鋳型としてPCR反応を行なうことにより、　ldhの一部を含む740
bpのDNA断片を増幅した。ノンラジオシステムDNA標識及び検出キット（Roche）
を用いて740bpの断片を標識し（ジゴキシゲニン，　DIG）、サザンプロット解析のため
のハイブリダイゼーションプロs－一一一ブとして用いた。
Satohらの方法に従って、　S，　bovisから染色体DNAを抽出した（35）。これをいくつ
かの制限酵素で分解し、0．8％のアガロースゲルで電気泳動を行った。DNAを非荷電
ナイロンメンブレンブイルター（Dupon）に転写し、　DIG標識したプローブとハイブリ
ダイズさせた。
Salnbrookらの方法に従って組み換えDNAの構築と分離を行った（36）。DNAの塩
基配列は、PRISM－Terrninator　cycle　Sequencing　Kit（PE　ApPlied　Biosystems）と
ABI　373Sシークエンサー（PE　ApPlied　Biosystems）を用いて両鎖を解析することによ
り決定した。
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ノーザンプロット解析
ノーザンプロット解析のためのDNAプローブを調製するために、　S，　boVisのldhに
相補的なオリゴヌクレオチド　（5LATGACTGCAACTAAACAA－3’と
5LGTGTTAGGTGCTCAGATG－3’）をプライマーとし、　S．わo嘘からの染色体DNAを
鋳型にしてPCR反応を行った。　PCR産物はおよそ1．O　kbpのDNA断片で、330コド
ンからなるオープンリーディングフレームを全て含んでいた。
第1部・第5章と同様な方法により、対数増殖後期まで培養したS．　bovisから酸性フェ
ノール法で全RNAを抽出し（37）、電気泳動、メンブレンへの転写、およびハイブリ
ダイゼーションを行った。Fluor－S　Multi　lmage　r（Bio－Rad）を用い、ピーク面積と発色
強度から10μgRNA中の1dh－mRNAの量を見積った。同じRNAサンプルで量を色々
に変えものを、上述したノーザンプロットにより解析して標準曲線を作成した。標準曲
線は直線にはならず、双曲線的なカーブであった。サンプル中の1dh－rnRNAの相対量
は標準曲線から決定した。
発酵産物の定量
発酵産物の定量はHPLCを用いて、第1章と同じ方法で行った。
データの検定
データの検定は、第1章と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
S，bovis　LDHの精製とN末端アミノ酸配列の解析
Sわo掘sJB1株のLDHは、3段階のカラムクロマトグラフィーにより菌体抽出物の
段階の活性の100倍に精製度が高められた（Table　1）。即ち、最初の菌体抽出物では
1．1×104ユニット／㎎タンパクであったが、精製後には1．1×106ユニット／㎎タ
ンパクまで増加した。精製したLDHのN末端から10個のアミノ酸の配列は
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¶へTKQHKKVIであった。　TH1株とTl－12株においても、　N末端のアミノ酸配列は、
JB1株との違いは見られなかった。これは同じStreptococcus属のS．　mu亡ansのLDH
の配列と同じであり（38）、S，亡h　e　rm　op／ユ11αsのLDHとは一箇所のみ違いがあった（39）
。SDS－PAGEにより、精製されたLDHは単一のポリペプチドであり、分子量が約
42，000であることが示された（Fig．1）。タンパクを変性（解離）させない方法による
PAGE（40）でも、同じ結果が得られたことから、　S，　bovisのLDHは単量体であると考
えられる（データ省略）。THI株とTH2株のいずれもLDHは分子量が約42，000の単
量体であった。
Table　l，Purification　of　LDH　o「S．わov’∫JB　1
Pしlrification　stageTotal　LDH
activitya
Specific
activityb
　Relative
specific　activity
Cell　extract
DEAE－Sepharose　Cし6B
51AMP－Sepharose　4B
Resource　Q
6．0×106
1．8＞く106
9． ×105
9，8×104
1．1×1（）4
6．7×104
3．7×105
1．1×106
　1．0
　6．1
33．6
100．0
a：Decrease　in　NADH（μmol／min）
b：Decrease　in　NADH（μmol／min／mg　protein）
Molecular　weight
　　　（×104）
　　　　6．7　一
2．9　一
Flg．1Electrophoretogram（SDS－PAGE）of　the
　　LDH　from∫・bovis　JBI　purified　by　Resource　Q
　　column　chromatography．
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5．bovisのldh遺伝子のクローニング
S．　bovis　JBI株、　TH　1株、およびTH2株から得た染色体DNAをHin　dlllまたは
Ec’o　r　lで分解し、　DIG標識した変性オリゴヌクレオチドプローブでハイブリダイズさ
せた。このプローブは、Hin　d　lll分解産物の1．3　kbpのDNA断片とEco　R1分解産物の
1．6　kbpと0．4　kbpのDNA断片にハイブリダイズした。これらのフラグメントをpUC
19に連結し、E．　coliに導入した。同プローブを用いたサザンハイブリダイゼーション
により、各断片を含む3つのクローンが得られた。続いて、これらの断片のさらに下流
の領域を探すために、これまでに得られた配列から新たなプローブを作成した。Nsp　V
分解産物から、新しいプロ・一一ブ（T463～A873）と結合したO．6　kbpのDNA断片を得た。
塩基配列の解析から、これらの4つの断片が！dhの領域を完全に含むことが示された。
オープンリーディングフレームは、精製したS．bovis　LDHのN末端アミノ酸配列か
ら決定した。開始コドン以下の990bpの塩基配列がS．　bovfsのLDHの構造遺伝子で
あった。LDHは329個のアミノ酸残基から成り、その分子量は41，260と算定された。
N末端のメチオニンの分子量を差し引いたIE確な分子量は41，129と考えられる。この
値はSDS－PAGEの結果から予想した分子量42，000という値とほぼ一致する（Fig．1）。
S．　bovisのldhから推定されたアミノ酸配列に基づくアミノ酸組成は、精製したLD｝1
のアミノ酸分析から得られた結果とほぼ同様であった。
TH2株のLDHの塩基配列とアミノ酸配列は、　JB1株のLDHとまったく同じであり、
その塩基配列は、Wyckoffらにより報告された結果と同じであった（41）。TH1株の
ldhの塩基配列は、　JB1株およびTH2株のldhの塩基配列と7ヵ所で異なっていた
（T345→A，　A375→T，　T384→A，C390→A，　T564→A，　A630→C，　A771→T）。しかし、塩
基配列から推定されるアミノ酸配列における違いは、Asp220がGluに置き換わっただ
けであった。これらのS．　bovisのLDHのアミノ酸配列は、他のStreptococcus属の
LDHの配列と相同性が高かった。相同性は、　S．　nlu・tans（89％）（38）およびS，
亡hermophilus（90％）（39）との間で特に高かった。
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S．bovisの菌体内1dh－mRNA水準に及ぼす培養条件の影響
S．bovisの3菌株間で、　LDHの一次構造に大きな違いがなかったので、LDH合成の
調節は3菌株の間で同じであろうと考えられるので、S．　bovis　JBI株のみを以下の実験
に用いた。
A）ldh－mRNA水準に及ぼす増殖速度の影響
pHをおよそ6．9に維持しながらS．　bovdsを培養し、培養開始から2時間後（対数増
殖期）、5時間後（対数増殖後期）、および6時間後（静止期の直前）に培養を停止した。
増殖段階が進行するに伴い（2～6時間）、乳酸生成量の割合は減少した（Table　2）。同様
に、菌体量あたりのLDH含量も時間の経過に伴って減少した。
各々の増殖段階の各々の菌体から総RNAを抽出し、　ldhプローブにハイブリダイズ
させたところ、およそ1．O　kbpの単一一のバンドが検出され、　S．　bovisのldhはモノシス
トロン性の転写様式であることが示された（Fig．2）。Lactococeus　lactisにおいては、
ldhはホスホフルクトキナーゼとピルビン酸キナーゼおよびLDHから成る1asオペロ
ンの一部であるが（42，43）、Bifidobacterium　longum（44）とPe　diococcus
∂cidtiactici（45）においては、　ldhの5’末端側のすぐ近くにプロモーター配列が位置し
ており、3’末端側には転写終結部位となるような配列がみられている。後者の例は転写
がモノシストロン性であることを示しており、S．　bovゴsのldhは後者の菌のような様式
で転写されると考えられる。
Table　2とFig．2に示されるように、　ldh－mRNAの量は増殖速度が低下するにつれて
減少していった。これは上述したように、時間の経過に伴い乳酸生成量および菌体当り
のLDH含量が低下したという結果と一致する。同様な傾向がP．　acidilacticiでも観察
されている（45）。ある特定のタンパクの量が、菌体の増加量に比例しないようであれ
ば、そのタンパクの合成は増殖速度とは違った調節を受けていることになる（46）。実
際、E．　coliでこのようなタンパクがいくつか見つかっている（47）。培養条件により調
節が行なわれる場合、遺伝子の発現は転写速度、翻訳速度、およびmRNAの分解（安
定性）などにより影響を受ける可能性がある（47，48，49）。
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　Table　2．　Changes　ln　lactate　production，　LDH　activity，
during　the　growth　of　5㌦bovis　in　batch　culture．　L
arld　the　relative　amounts　of　ldh－mRNA
Time
（h）
Lactat6z
（molar％）
LDH　activity
Per　cell　mass3
Relati　ve　amount　of
ldh＿mR」＼「A4
（???82±5
61±3
38±3
95±6
58±5
31±3
1．00±O．07
0．51±0．05
0．28±0．04
＊lMean±SE（n＝3）
＊2　Percentages　of　1actate　in　total　fermentation　productS（lactate，　formate，　acetate，　arld　ethanol）．
　　Values　for　the　amounts　produced　during　O－2，2－5，　alld　5－6h　are　shown．
＊3μmol　NADH　oxidized／　min！10ptg　of　cellularN
＊4The　spots　shown　in　Fig．2，　separated　from　10ptg　of　RNA，　were　analyzed　for　the　amounts　by
　　usillg　a　Fluo1’－S　Multi　lmager，　and　expressed　as　relativevalues．
（A）
kb
4．4
????
1 2　3 （B， 1 2
ぐ一23S－→〉
ぐ一16S一レ
　　　　　　　　　レ煽一　噸＿　　　　　「
　　　　LDH
3
9
Pb???
??
Fig．2．　The　1・・ei・・f　l．DH－mRNA　i・lhe　cell・・f　5・わ・・i・at　39・・wth
　　　　　Phases　ill　batcll　cuhure・
　　　　　（A）The　gel　s吐ained　with　eIhidium　bromide　arter　sepal’21tioll　of
　　　　　to【al　RNA．　Cells　were　growll　for　211（1al｝e　l），511（lane　2），　and
　　　　　611（lane　3）．
　　　　　（B）Nor山ern－blot　of　tlle　gel　sllown　il甲anel　A　a∫ter　hybridizat孟on　with
　　　　　tlle　DIG－1‘〃1　probe．
　　　　　Arrows　indicate　tlle［11igration　positions　of　23S　and　l6S　rRNAs，　and
　　　　　the　l．Okb　ldh　transcnpt
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S，boVisをバッチ法で培養した場合、培養開始時には過剰のグルコースが存在するが、
時間が経過すると、増殖速度はグルコースの存在量に依存するようになる。それ故、菌
体内へのグルコースの供給量によってldhの転写が調節されている可能性がある。しか
し、Idhの転写が菌体の増殖速度により調節されるのか、あるいはグルコース供給量に
より調節されるのかは、今後に残された問題である。
B）ldh－mRNAレベルに及ぼすpHの影響
pHを4．5に維持しながらS．　boVisを培養した場合には、乳酸生成量の割合および菌
体当りのLDH含量は、　pHを6．9に維持して培養した場合と比べて大きく増加した
（Table　3）。
ノーザンプロット解析でも、pH　4．5で培養した菌の方が、　pH　6．9で培養した菌より
もldh－mRNA量が多かった（Table　3とFig．3）。これらの結果は、　S．　boVisが培地pH
（実際は菌体内p日）の変化に応じて転写レベルでLDHの合成を調節していることを示
唆する。
以上の結果は、S．　boVisが培養条件に応じて、転写レベルでLDHの合成を調節して
いることを示している。mRNA量は主に転写速度を反映するが、　mRNAの分解速度が
影響を受けている可能性もある。mRNAの安定性の問題については第5章で述べる。
また、翻訳レベルでの調節機構については今後に調べる必要があると思われる。
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Table　3．　Effect　of　culture　pH　on　lactate　pr〔xiucUon，
．mRNA　in　S．　bovis．1
LDH　 ctivity，　and　the　relative　amounts　of　ldh
pH Lactat8
（molar％）
LDH　actlvitv
　　　　　　　　　げ
per　cellmass3
Relative　amount　of
ldh　－mRNA4?? 56±5
95±5
86±6
240±5
1．00±0．05
2．18±0．08
Cells　were　collectedat　the　late－10g　phase　of　growth．
＊lMean±SE（n＝3）
＊2　Percentages　of　lactate　in　total　fermentationproducts．
＊3μ　mol　NADH　oxidized／min／10pg　of　cellularN
＊4The　spots　shown　in　Fig．3，　separated　from　lOptg　of　RNA，　were　analyzed　for　the　amounts　by
　　using　a　Ruor－S　Multi　lmager，　and　expressed　as　relativevalues．
（A）
kb
4．4
2．4
L4
1 2
（B）
23S→
16S－一一レ
1 2
　　kbp
4．4
2．4
「→
LDH
ny 1，4・
Fig．3．Effect　of　culture　pH　on　tlie　level　of　LDH－mRNA　ill　1he　cells　of　S．　bovis．
　　　　　（A）The　gel　stained　widl　ethidium　bromide　after　separation　of●otal　RNA．
　　　　　Cells　were　growll　on　pH6．9（1ane　l）and　pH4．5（且ane　2）．
　　　　（B）Nortllern　blot　of【he　gel　sllown　in　panei　A　afIer　hybridization　wi山｛he
　　　　DIG－ld／l　probe．
　　　　Arrows　indicate　1he　n）igra｛ion　I）oSitiOlls　of　23S　and　l6S　rRNAs，　and出e
　　　　　LOkb　ld／z　transcript．
123
第3章．Strep　to　CO　CCUS　bovisのピルビン酸ギ酸開裂酵素の特性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序1
s．bov・isによる発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合はピルビン酸からの代謝
の振り分けによって決まるので（前述）、PFLの性質について調べることも重要である。
また、PFL反応はギ酸を生成する点でも重要である。ギ酸を生成するルーメンバクテ
リアの殆どはPFL反応によってギ酸を生成すると考えられるので（第1部・第2章）、
PFLの制御は非常に重要な問題である。
s・　bovisによる発酵において・発酵産物中の乳酸生成の割合はピルビン酸からの代謝
の振り分けによって決まるので（前述）、PFLの性質にっいて調べることも重要である。
また、PFL反応はギ酸を生成する点でも重要である。ギ酸を生成するルーメンバクテ
リアの殆どはPFL反応によってギ酸を生成すると考えられるので（第1部・第2章）、
PFLの制御は非常に重要な問題である。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PFL－H　　　　♪
　　Flav．－H
Li郎り細圃…?
　　　　全e－
　　Chl。，。pl、，t，　De°xyade…i・・
Fig・1　Reactions　activating　PFL　proposed　by］KnapPe　et　al．
　　AE：PFL－activating　enzyme，　Flav．：Flavodoxh1，零：Radical．
これまで・　PFLについてはE・coli（50，51，52）、Clostridia（53，54）、
St　reptococcus　fae　calis（55）、　S・mutans（56）、およびMicrococcus　lactilyticus（57，
58）で調べられており、特にE．coliについて詳しく調べられている。　E．　co・liのPFLは
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嫌気条件下で合成され、活性化される（Fig．1）。先ず不活性型、つまり非ラジカルの形
で合成され、翻訳後にPFL活性化酵素（PFL－act　ivat　ing　e　nzyme；PFL－AE）によって
活性型、つまりラジカルの形に変換される。PFLは85　kDaのサブユニットのホモ2量
体酵素複合体であり、片方のサブユニットがラジカルを受け取ることにより活性型とな
る。活性型PFLは酸素に対して非常に感受性が高く、酸素に触れるとラジカルを含む
サブユニットのC末端近くのペプチド結合が切断されることにより不可逆的に不活性
化される。PFLの活性化は以下のように行われる。まず、　PFL活性化酵素が還元型フ
ラボドキシンによって還元され、これにS一アデノシルメチオニンのアデノシル基が結
合することにより活性型になる。そして、PFIrAEはピルビン酸によりアロステリック
に活性化され、電子を付与することにより不活性型PFLを活性型に変換する。活性型
PFLは活性部位である734番目のグリシン残基のα炭素がラジカルであり、ラジカル
をピルビン酸に付与してアセチル℃oAとギ酸に開裂する（Fig．2）（59）。
Pyruv飢e
　お　じり　　
　占
鴇晋e
CoA
　　　　　　　　　　　　　Acetyl－CoAPFL－SH　　　　　　　　　　　　　　じ　3－　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　占
Fig．2．　T血e　cataiytic　cycle　of　PFL．
　また、PFLの活性型から不活性型への変換（ラジカルの除去）は不活性化酵素により
行われており（60）、Ecoliでは多機能酵素であるアルコールデヒドロゲナーゼ
（Alcohol　dehydrogenase；AIDH）がこの活性を持つことが確認されている（61）。
このように、PFLは極めて特殊な酵素であり、活性測定さえ容易に行うことができな
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い。先ず、第1節では、嫌気的に精製したPFLを用いて酵素の特性を調べた。また第
2節では、PFLをコードする遺伝子（pfDの塩基配列を解析し、プライマーエクステン
ション解析を用いて転写単位を決定した。更に、ρfFmRNA量に及ぼす培養条件の影響
についても調べた。
第1節．S．　bovisのPFLの活性測定
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
E．　cok’　K12株とS．　bovis　J　BI株を供試した（第1章）。　E．　cok’　K12株はATCCより購
入した。E．　co！iの培養には11ボトルを用い、バッチ培養法で39℃で嫌気的に培養した。
使用した培地の組成（g／Dは第2章に記載したS．bovisの培地と同じものを用いた。
S．bovisの培養は、バッチ法とグルコース制限の連続培養法により行った。バッチ法
での培養方法および使用した培地の組成は第2章に述べた通りである。連続培養の方法
と装置の主な点は既報に従ったが（62）、本実験においては4個の51の貯蔵槽、6個の
11の発酵槽、6個の51の回収槽を使用した。グルコース制限培地の組成は第2章に述
べた通りである。培養は39℃でCO2とN2の混合ガス（1：9）を通気しながら行った。
希釈率（Dilution　rate；D）を0．1／hとし、　pHを6．9に設定した。菌を接種した後、お
よそ24時間で定常状態になった。発酵産物の分析およびPFL活性の測定に使用する菌
体は培養開始4日後以降に発酵槽から回収した。
発酵産物の定量
発酵産物の定量は第1章と同じ方法で行った。
PFLとPFL－AEの分離
KnapPeとBlaschkowskiの方法（50）に従って、　E．　coliおよびS．　bovfsからPFLと
　　　　　　　　　　　　　　　　　126
PFL－AEを分離した。すべての操作を、02除去N2ガスの通気下、もしくは嫌気グロー
ブボックス内で4℃以下で行った。即ち、培養液をグローブボックス内で遠沈管に移し、
遠沈（20，000×9，10min）により菌体を回収した。　O．05％システイン・H．Clと10　mM
ジチオスレイトール（Dithiothre　ito1；DTr）を含む50　rnM　KPi（pH　7．0）で菌体を洗浄し
た後、同緩衝液に懸濁し、超音波処理により菌体を破砕した。破砕液を超遠沈（200，000
×g，　30　min）し、透明な上清を菌体抽出液とした。
菌体抽出液中のタンパク量をLowry　l去で測定し（60）、タンパク灘が40㎎／rnlと
なるように10mM　DTrを含む50　mM　KPi（pH　6．1）で希釈し、　pHを6．1に調整した。
次に2．5％硫酸プロタミン（w／v）を加え、氷上に15分間放置した後、遠沈（20，000×
g，15min）した。その上清は1MKOHでpH　7．0にして、　PFLとPFL－AEの分離に用
い、沈殿はフラボドキシンの分離に用いた（後述）。タンパクを塩析するために、上清に
硫安を飽和濃度の40％となるように添加した。氷上に20分間放置した後、遠沈
（20，000×g，10mir1）により沈殿を回収した。10　mM　Drlyrを含む20　mMのKPi（pH
6．5）に沈殿を溶解し、更に遠沈（20，000×g，10min）して不溶性物質を除去した。透明
な上清をSephacryl　S－200HR（Amersharn　Pharrnacia　Biotech．）のゲル濾過カラム（2．5
×70cm）にロー一ドした。10　mM班丁を含む20・mMのKPi（pH　6．5）により流速0．5
rnl／minで溶出し、10　m1ずつ分画した。各画分の370　nmの吸光度を測定することに
より、PFLとPFL－AEを分離した。文献のように（50）、PFLは最初の黄色のピーク
の後に溶出され（溶出液量90～120mD、　PFL－AEは2番目の黄色のピークの後に溶
出された（溶出液量130～1601nD。
PFLの精製
ゲル濾過後のPFL画分を限外濾過（分子量13，000以下を除去）により濃縮した。濃
縮した抽出物を遠沈（20，000×9，10min）し、透明な上清をDEAE－cellulose　DE－32
0Vhatman）のカラム（1．5×ユ5cm）にロードした。カラムから、　O．04～O．2MのKPi
（PH　7．0）の直線的濃度勾配法により溶出し、3rn1ずつ分画し、タンパク濃度の測定に
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用いた。タンパク濃度は色素結合法（CBB）により定量した（32）。PFLはおよそ0．07
～0．12Mのリン酸濃度の画分に溶出された。これらの画分を回収し、限外濾過で濃縮
し、PFLの活性測定に用いた。　PFLの分子量とそのサブユニット構成は、　SDS－PAGE
により決定した。分離したPFLは一70℃で保存したが、2～3ヵ月は安定であった。
PFLの分子量を見積もるために、　PFL画分をゲル濾過法（Superdex　200　HR　10／30；
Aimersham　Pharmacia　Biotech．）により更に分離した。カラムから、10　mM　DTTを含
む0．1MのKPi（pH　6．5）により流速0．5　m1／lninで溶出し、1mlずつ分画した。
PFL－AEの精製
ゲル濾過後のPFL－AEの画分を限外濾過により濃縮した。濃縮した抽出物を遠沈
（20，000×g，10min）し、透明な上清をDEAE－ceHulose　DE－32のカラム（1．5×15
cm）にロードした。0．01～0．12　MのKPi（pH　7．0）の直線的濃度勾配で溶出し、3m1
ずつ分画し、タンパク濃度の測定に用いた。PFL－AEはおよそ0．05～0．07　Mのリン
酸濃度の画分に溶出された。これらの画分を回収し、限外濾過で濃縮し、PFLの活性
測定に用いた。分離したPFLAEは一70℃で保存したが、2～3ヵ月は安定であった。
フラポドキシンの分離
VetterとKnappeの方法（64）に少し修正を加えた方法で、フラボドキシンを分離し
た。E．　colt’の菌体から調整したプロタミン沈殿物（上述）を、10　mMメルカプトエタノー
ルを添加したo．1MKPi（pH　7．4）30　mlに入れて30分間撹搾し、完全に溶解した。遠
沈（20，000×9，10min）後の上清をDEAE－cellulose　DE－32のカラム（2．5×8cm）で濾
過した。0．1MのKPi（pH　6．5）で流速0．5　ml／minで溶出し、20　mlの0．1MKPi（pH
6．5）に0．16MKC1を混合した溶媒で洗浄した。フラボドキシンはセルロース担体の上
端に吸着し、燈黄色を示した。この部分を回収し、等量の0．28M酢酸カリウム緩衝液
（pH　5．0）に0．6　M　KCIを添加した溶媒に懸濁することによりセルロースからフラボド
キシンを分離し、セルロースを遠沈（20，000Xg，10min）で除去した。上清を限外濾過
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（分子量6，000以下を除去）で濃縮した。濃縮した抽出物を遠沈（20，000×9，10　min）し、
透明な上清をSephacryl　S－200HRのゲル濾過カラム（2．5×70cm）にロードした。20
mMのKPi（pH　6．5）により流速0．5m1／minで溶出し、10　m1ずつ分画した。各画分の
タンパク濃度を色素結合法（CBB）で定量した（32）。フラボドキシンは2番目のタンパ
クのピーク（溶出量150～170ml）画分に溶出された。これらの画分を限外濾過で濃縮
し、－70℃で保存した。フラボドキシンも2～3ヵ月の保存であれば安定であった。
PFLの活性化反応
PFLの活性化はフラボドキシンとクロロプラストを用いてKnapPeらの方法（50）に
少し修正を加えた方法で行なった。厳密な嫌気処理のための小型反応管（1ml）2本をガ
ラス管で作製し、注入針を差すことができるようにガスクロマトグラフィー用のシリコ
ンゴム栓で蓋をするようにした。真空ポンプでガラス管内の空気を抜き、次にN2を注
入するという操作を繰り返すことにより、管内を完全に嫌気状態にした。この2本の反
応管をプラスチックチューブで結合した。活性化反応の概略をFig．1に示す。一番目の
管には各々約0．1mgタンパク量／mlのPFLとPFL－AE、0．1MMOPS緩衝液（pH
8．0）、および9mM　DTT（総量0．25　m1）を注入した。二番目の管には約0．01㎎タン
パク量／m1のフラボドキシン、0．1　M　MOPS緩衝液（pH　8．0）、9mM　D「1’r、0．1mM
S一アデノシルメチオニン、41nMピルビン酸ナトリウム、20μM
dichlorophenol－indophenol、10　nc　M　3，4－dichlorophenyl－1，1－d㎞ethylurea、
20mM硫酸鉄（II）アンモニウム・6　H20、約10μ9のクロロフィルを含むクロロプラス
トを注入し、総量を0．25m1とした。ホウレン草からのクロロプラスト（Pls1）画分の分
離とクロロフィル含量の測定はWhatlayとArronの方法（65）で行った。真空ポンプで
の吸引とN2ガスの通気を繰り返して各々の管を嫌気的にした。一番目と二番目の管を
30℃で30分間インキュベートした後に混合し、37℃で30分間インキュベートする
ことによりPFLを活性化した。
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PFL活性の測定
嫌気状態を保つために、プラスチックキュベット（1m1）を加工し、注入針を差すこと
ができるようにシリコンゴム栓で蓋をしたものを作製し、PFL活性の測定に用いた。
PFL活性は、リンゴ酸脱水素酵素（Ma！ate　dehydrogenase）反応およびクエン酸合成
酵素（Citrate　synthase）反応と共役させることにより、　NAD＋の還元反応として測定
した（Fig．3）。共役する2つの補助的酵素の反応速度はPFL反応よりも速いため、こ
の反応を律速するのはPFL活性ということになる。
Pyruvate Formate
CoA－SH
Citrate
Malate
Acety1－CoA
　　Citrate　s　nthase
Oxaloacetate
NAI）＋@NADH＋H＋
Fig，3．Coupled　reactions　for　the　assay　of　PFL：
　　　　The　underlines　indicate　the　reagents　added．
この共役反応の標準反応混液（1．O　mDの組成は下記の通りである。即ち、100　mMト
リスーHCI緩衝液、10　mM　DTT、0．1mM硫酸鉄（II）アンモニウム・6H20、5mM
DL一リンゴ酸、1mM　NAD＋、10　mMピルビン酸ナトリウム、0．055　mM　CQA、1．4　U
クエン酸合成酵素、27．5Uリンゴ酸脱水素酵素、および0．1mg牛血清アルブミン。最
初に2種類の補助的酵素をキュベットに注入し、上述した方法でキュベット内を嫌気的
にした。酵素以外の反応混液は予め混合し、ガス置換により嫌気的にした後、30℃に
保温しておいた。このうち必要量を補助的酵素が入っているキュベットに注入し、室温
に戻した後で、活性化したPFL（約0．ユmgタンパク量／m1）を添加することにより反応
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を開始した。NAD＋の還元速度を波長340　nmにおける吸光度の測定により求め・
PFLの反応速度とした。基質や補助的酵素を除いた場合のNAD＋の還元は無視できる
程度であった。
PFL活性に及ぼすpHの影響を調べる場合には、至適pHから離れたpHにおける活
性の低下を補うために、補助的酵素の量を5倍に増加した。この場合でもPFL活性が
反応速度を律速することを確認した。
PFL活性に対するトリオースリン酸の影響を調べる場合には、活性化したPFLの注
入前に、ジヒドロキシアセトンリン酸（Dihydroxyacetone　phosphate；DHAP）とD
一グリセルアルデヒドー3一リン酸（D－glyceraldehyde－3－phosphate；GAP）を反応混合
液に加えた。高橋ら（56）によりS．In厩aηsで観察されたように、トリオースリン酸の
存在下での反応速度は時間と共に低下したので、PFL活性は反応開始から最初の5分
間の反応速度の平均値として算出した。
　また、PFL活性はギ酸の生成量からも見積った。この場合、活性型PFLの量を2倍
に増加し、インキュベーションは15分間行った。
PFLとPFL－AEの分子量の測定
PFLとその開裂産物の分子量は、　Voyager　RP　rnass　spectrometer（PE　Applied
Biosystems）を用いて飛行時間型質量分析（Time　of　flight　mass　spectrometry；
TOF－MS）により測定した。　SDS－PAGEで得られた2つのタンパクのバンドを切り出
し、使用説明書の手順に従って調整したマトリクス溶液を用いて抽出した。イオン化に
はMatrix　assisted　laser　desorption　ionization（MALDI）法を用い、
2，5－dihydroxybenzoic　acidをマトリックスとして、加速電圧20　kVで行った・
菌体内DHAPおよびGAP濃度の測定
S，bovゴsのバッチ法培養を第1章に述べたように行い、pHを7．0または4．5に保ち
ながらグルコース制限培地で培養し、菌を増殖の3段階で回収した。培養液（2m1）を
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素早く培養液から採取し、直ちに液体窒素で凍結した。DI－IAPとGAPの分析のために、
10％（v／v）過塩素酸0．2mlを冷凍サンプルに添加し、氷上で融解した。菌体懸濁液を
激しく撹梓した後、遠沈（18，000　Xg，　5　min）により菌体を取り除いた。激しく撹＃し
ながら、上清に50％（v／v）K2C　O3を添加して中和した。遠沈（18，000　X　g，5min）によ
り沈殿を除去した後、上清2m1を遠心エバボレーターで0．4　mlに濃縮した。
Garriguesらの酵素法（66）を用いて、濃縮したサンプル中のDHAPとGAPの濃度を測
定した。S．　bovisの菌体タンパク1㎎は細胞質溶液4．3μ1に相当すると見積られて
いるので（67）、この数値を用いてDH，49］）とGAPの菌体内濃度を計算した。
菌体タンパク量の測定
菌体タンパク量はBondらの方法（67）に従って定量した。即ち、菌体を0．2　M
NaOH中で100℃で10分間加熱した後、タンパク量をLowry法（63）により定量した。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
5．bovisのPFL反応系
S．boVisのPFL活性を、　E．　coliのPFL活性測定法（50）を用いて測定した（Table　1）。
Table　1．　Activity　of　the　PFL　punfied　from　S．　bovis　and　E　coli　1）2）
Enzyme　source Activity　3）
PFL PFL－AE
E．co〃
E．coli
S，わov’∫
∫．わovis
∫．bovis
E．co”
Not　added
E．coli
Not　added
E．coli
∫．bovis
S．bovis
17．2±1．5b
21．8±2．la
4．5±0．2d
9．5±0．3c
9．8±0．3c
19．8±　1。7a
1）Values　are　presented　as　means±SE（n＝3）．
2）Means　with　di　fferent　superscript　letters　differ（P＜0．05）．
3）Increase　in　NADH（μmol。min－1　per　mg　protein）
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　E．　cθ1iのPFLの代りにS．　boVisから精製したPFLを用いて、　PFL活性を測定した
ところ、S．　bovisのPFL活性値はE．　coliの半分の値であった。しかし、　S．　bovisの
PFL画分におけるPFL量をSDS－PAGEによって確認したところ、　E．　cok’のPFLのも
のよりもはるかに多かった（データ省略）。従って、S．　bovisのPFL活性が低かった
のは不可逆的な不活化によるものと考えられる。これは、s．　bovisの菌体破砕にはE．
cob’の場合よりもはるかに時間を要したことによると思われる。　PFL－AEによる活性化
反応を行わなかった場合にもPFL活性は検出されたが、その値は低かった。これらの
結果はS．bovisのPFLの不活性型がEcoliのPFL－AEによって活性化されることを
示す。この反応系において、E．　coliのPFLの代りにS．　boVisのPFLを用い、更にE，
coliのPFL－AEをS．　bovisのPFL－AEに置き換えた場合にも一応の活性が見られた。
また、S．　bovisのPFL－AEはEco万のPFLも活性化した。これらの結果は、　S．　bovis
がE．　coliと同様なPFLおよびPFL－AEを持っていることを示す。おそらく、活性化
機構も同様と思われる。しかし、本実験ではE．　coliから抽出したフラボドキシンを使
用したため、S．　boVfsの電子伝達の機構については推定できなかった。
E．　coliでは、　PFL－AE不在下でのPFL活性はPFL－AE存在時の約80％であった
（Table　1）。これは、　E．　coll菌体内のPFLの大部分は活性型として存在することを示す。
一方、PFL－AE存在時のS．　boVisのPFLの比活性（菌体当りの活性）はE．　cob’のPFL
の場合よりもはるかに低かった。これは、S．　boVisでは活性型PFLの割合が高く、従っ
て、その半分以上が不可逆的に不活性化されたためと思われる。また、別の理由として、
S．　bovisのPFL画分には他のタンパクがE．　coh’の場合よりも多く含まれていた可能性
も考えられる。
S．bov「isのPFLの分子量
S．bovisのPFL画分をSupe　rdex　200　HR　10／30カラムで嫌気的にゲル濾過を行う
ことにより更に精製した。タンパクの大部分は主要ピークとして溶出され、その分子量
は約180kDaであった。　PFLオペロンが87　kDaのタンパクをコードしている一つオー
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プンリL－・・．一一ディングフレ…ムから成るというPFL遺伝子の塩基配列解析の結果（本章・第
2節）から、S．　bovis　PFLはホモニ量体であると考えられる。好気条件下で主要ピーク
部分のSDS－PAGEを行ったところ、約80～84　kDaと85～90　kDaの位置に2つのバ
ンドが得られた（第4章，Fig．1）。ToF－Ms解析の結果、これら2つのタンパクの分
子量は87kDaおよび83　kDaと見積もられた。
E．　coliのPFLは85　kDaサブユニットから成るホモダイマーであり（68）、そのポリ
ペプチド鎖は02に曝されると733番目のSerと734番目Glyの間が切断され、82
kDaと3kDaのポリペプチド鎖を生じると報告されている（69）。E．　coliのPFLと同
様に、S．　bovisのPFLも02によって736番目のSerと737番目Glyの間が切断され
（本章・第2節）、83kDaと4kDaのポリペプチド鎖を生じると推察される。このため、
好気的条件下でのSDS－PAGEで見られた約80－84　kDaのタンパクは02によって切断
された83kDaのサブユニットで、約85－90　kDaのタンパクはラジカルを含まない87
kDaのサブユニットであったと思われる。これらの結果から、　S．　boVisのPFLは分子
量174kDaのホモニ量体と考えられる。
S．bovisのPFLの特性
S．　bovisのPFLの至適pHは7．5であり、活性はpHの低下と共に著しく低下した
（Fig．4）。pH　7．oと8．5で活性は最大活性の半分となり、　pH　6．oでは最大活性の10％
以Fに低下した。この結果は、酢酸、ギ酸およびエタノールの生成が低pHでの培養時
に大きく減少した結果（第1章）とつじつまが合う。PFL活性をギ酸生成量によって測
定した場合にも、本質的には同様な結果が得られた。
ピルビン酸濃度を種々に変えてPFL活性を測定し、ピルビン酸に対するPFLの親和
性を検討した（Fig。5）。　S．　bovisのPFL反応がMichaelis－Mentenの式に従うことが
Lineweaver－Burkプロットより明らかになった。見かけのKrn値は2．O　mMであり、
ピルビン酸に対する親和性はPFLとLDH（Km二1．5mM）の間で大きな違いがなかっ
た（第1章）。S．　bovisのPFLのKm値は、　E．　cok’（2．O　mM）（51）、S．　m　u　tans（2．6
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Fig5．Li皿eweaver－Burk　plot　of　the　reaction　of　S．　bovis　PK．
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mM）（56）、およびClos　tridium　bu　tyzicumのKm値（1．6　mM）（53）と近い値を示し
た。ピルピン酸に対する親和性はPFLとLDHとでほとんど差がなかったので、　S，
bovisにおけるピルビン酸以降の代謝の流れの振り分けを左右するのはPFL（活性型）と
LDHの酵素量、菌体内pH、エフェクターの量などであると考えられる。
DHAPとGAPがPFL活性に及ぼす影響、および菌体内のDHAPとGAP
の濃度
Streptococcus　lactis（70）、　Streptococcus　cremoris（71）、およびS．　mutans（56）
において、トリオースリン酸はPFL活性を阻害すると報告されている。これらの
Streptococcus属のPFLの場合と同様に、　GAPとDHAPは、濃度の増加に伴って指
数関数的にS．　boVisのPFL活性を阻害した（Fig．6）。0．1　mMのDHAPにより、　PFL
活性は最大活性の40％に低下した。また、0．1mMのGAPはPFL活性を80％以上
阻害した。
（??????＝?????????? 〉? 〉
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Fig．6．　Effects　oftriose　phosphates　on　the　activity　of∫．　bovis　PFL：GAP（●）and
　　DHAP（■）・
　　Bars　indicate　SE（n＝3）．
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Table　2，　Con㏄ntrations　of　DHAP　and　GAP　ln　the　cells　han・ested　at　different　growth　stages　m
gEucose－11mited　batch　culture　of　S「．　bovis　1）
Growth　stage pH　　　Intra㏄llular　oon㏄ntration（mM）
DHAP GAP
Middle　exponential
Late　exponential
Immcdiately　before　growth　cessation
Middle　exponcntial
La肥　exponential
Immedlately　before　growth　cessation
1．7±0．2
0．5±0．1
＜0．1
1．9±0．2
0．7±0。1
＜0．1
0。3±0．02
0．1±0．01
＜0．05
0．6±0．05
0．1±0．02
〈0．05
1）Values　are　presented　as　means±SE（n＝3）．
pH　7．0と4．5でのバッチ培養におけるS．　bovisの菌体内トリオースリン酸濃度を
Table　2に示す。　pH　7．0および4．5のどちらで培養した場合も、　DHAPの濃度は対数
増殖中期で最も高くなり（1．7および1．9mM）、増殖段階の進行と共に減少した。静止
期直前の菌体からはDHAPを検出できなかった。　pl－1　7．0で培養iした場合の対数増殖中
期および静止期直前の菌における菌体内のGAP濃度はそれぞれ0．3rnMおよび0．05
mM以下となり、　DHAPと同様に増殖段階の進行と共に減少した。　pH　4．5で培養した
場合も菌体内のGAP濃度は増殖段階の進行に伴って減少し、0．6　mMから0．05　mM以
下に減少した。これらの結果は、GAPとDHAPの菌体内濃度は大きく変動し、これら
のトリオースリン酸が実際にS，boVisのPFL活性を左右することを示す。これらのト
リオースリン酸の菌体内濃度は増殖段階の進行に伴い大きく減少したが、DHAP濃度
は培養時のpHによって変化しなかった。一方、　GAPのプールサイズが低pHでの培
養時に増加したのは、グルコース分解経路において、GAPから下流の代謝経路におけ
る流速が菌体内pHの低下によって遅くなるためと思われる。
S．m磁ansの静止期の菌体内DHAPおよびGAP濃度はそれぞれ12および5．6
nmol／㎎乾燥菌体重量と報告されている（72）。乾燥菌体重量1㎎の菌体の細胞質量
を1．69μ1と仮定すると（73）、S．　m　u　tan　sの菌体内DHAPおよびGAP濃度はそれぞ
れ7．1および3．3mMとなる。　I　actococcus　lactisでは対数増殖期における菌体内
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DHAPおよびGへP濃度はそれぞれ21および6mMと報告されている（66）。これらの
値はS，bovisの値よりもかなり大きかった。　S．　mutal　sとL．　lactisの菌体内FBP濃度
がS．bovisの場合よりもはるかに高かったので（67）、S．　boVisの解糖系の中間体の菌
体内濃度はS，mutar｝sとL．　lactisの場合よりもはるかに低い可能性がある。　D正LAPと
GAPの菌体内濃度が増殖段階の進行と共に大きく減少したことは、これらのトリオー
スリン酸が菌体内へのグルコースの流入速度に応じて大きく変動することを示唆する。
その変動はPFL活性に対してアロステリック効果を及ぼすのに十分な大きさと思われ
る。これらのトリオースリン酸によるアロステリック阻害は、グルコース供給量が過剰
な場合にはギ酸の生成割合が低下したという下記の結果と一致する。
　しかし、過剰なグルコースが供給された時でさえギ酸は生成されており、加vlvoでは
トリオースリン酸のいかなる濃度でもPFLは機能していると考えられる。その理由と
して次のことが考えられる。PFL活性は①DHAPやGAPの添加後、直ちに阻害される
のではなく、阻害の程度は時間と共に徐々に増加した（データ省略）。②高橋ら（56）が
S，mutansについて述べたように、酵素一阻害剤複合体の形成速度が酵素と基質の結合
速度よりもはるかに遅い可能性がある。つまり、新たに合成され、活性化されたPFL
はトリオースリン酸が高濃度の時でさえ活性を保持している可能性がある．③トリオー
スリン酸による阻害は100％ではないので、PFLの量が多くなれば反応は生ずるとも
考えられる。④S．mutansではPFL量の増加と共にDHAPやGAPの阻害作用は減少
したと高橋ら（56）は報告しており、S．　boVisについても同様なことが考えられる。
以上の結果は、PFL量およびLDH量と共に、菌体内pHとエフェクターの濃度がS．
bovtisにおけるピルビン酸以降の代謝の振り分けを左右することを示す。
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第2節．S．　bovisのPFLをコードする遺伝子の塩基配列の解析
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
S．bovis　JBI株を供試した（第1章）。培養方法および使用した培地の組成は第1章に
述べた通りである。
染色体DNAの抽出、制限酵素処理、およびpfl遺伝子の塩基配列解析
特に断らない限り、DNAの取り扱いはSambrookらの標準方法（36）に従って行った。
S．　bovisの染色体DNAは第2章に述べた方法で抽出した。　S．　boVisの染色体DNAを
Fig．1に示すような制限酵素で切断し、連結した。
DNAの塩基配列は、第1部・第5章で述べた方法を用いて決定した。シークエンス
データは、BLASrNとBLASTPを用いてGenBailkに登録されている他菌のpflの塩
基配列との相同性を基に検定した。
決定した塩基配列は、DDBJ、　EMBLおよびGe　nBankの塩基配列データベースに登
録した　（accession　number：ABO14686）。
　p　fl遺伝子のPCR増幅
且co々、　Clos　ttidium　pas　t　e　un’an　um、およびS．　rr）utaηsのpfl遺伝子の配列に基い
てディジェネレートプライマーを設計した。その配列は
5L＋549ACHGGWCTBCCAGATGC＋565－3’　　（17　　　me　r）　　　と
5L＋i690ATHGGMWACWKTM　GCATAT＋1670－3’（21　me　r）であった。これらのプラ
イマーを用い、S．　bovisの染色体DNAを鋳型としてPCR反応を行なうことにより、
Pfiの一部を含む1ユ42　bpのDNA断片を増幅した。続いて、　pfl遺伝子の上流部分をク
ローン化するために、EcoRIで分解し、再会合した染色体DNAを用いてインバース
PCRを行った（74，75）。また、　pfl遺伝子の下流部分をクローン化するために、　XbaI
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で分解し、再会合した染色体DNAを用いてインバースPCRを行った。　PCR増幅およ
びPCR産物の精製は、第1部・第5章に記載した方法に従って行った。
プライマーエクステンション解析
対数増殖後期まで培養したS．bovisから、酸性フェノール法で抽出した全RNAを用
いて、プライマーエクステンション解析を行った（第1部・第5章）。約ユ0μgの総
RNAを鋳型にして、IRD　41一標識プライマーlpf1－EX
（5’一＋129C㎜CmCCAGTCAGTACCTrrA＋104－3’）を用いてMMLV　Reverse
Transcriptase　RNase　H　Minus（Toyobo）でcDNAを合成した。　pfl遺伝子の上流部分
を含むPCR産物を鋳型にして同プライマーを用いたシークエンス反応産物と共に、
cDNAをシークエンスゲルで分離した。
ノーザンプロット解析
S．　bovisのpflに相補的なディジェネレートプライマーにより増幅した1142　bpの
DNA断片をDIG標識し（Boehringe　r－Mannheim　lnc．）、　pfl　－mRNAに特異的なDNA
プローブを調整した（Fig．1）。ノーザンプロット解析は第2章に記載した方法に従って
行った。また、Fluor－S　Multi　lmagerを用い、ピーク面積と発色強度から10μgRNA
中のpfl－mRNAの量を見積った。
ギ酸生成量の測定
ギ酸濃度は、第1章で述べたようにHPLCにより解析した。
PFL活性の測定
PFLの活性測定のための菌体調整、および活性測定は第3章・第1節と同じ方法で行っ
た。
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（a）
1－一』白＿L」■■晶」L葦
［zzzzzzzzzzzz1
　　500bp
（b）
一7②　　CTAGAAAAGATTCTTGTTTTTTCCAATTTTTTTGCTrGGGAAAACGCTTCCTTTGTGCTA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35
一1②　　AACTTATA（：TTGTAAATGTAACAGATGACTTATTACTAGAATTTAA（1（≡AGAAATCTCATT
　　　　　－1②　　　　＋1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SD
51　　ATGGCGACTGTTAAAACAAATG⊂AGATGTTT丁TGAAAAAGCくTGGGAAGGCTTTAAAGGT
一11
5⑦
???????1
Z331　　GTTCTTTCAATGGATGATGTTGCTGAAACTGTTGCTGCTAAATAATAAATATCGAAAAA｛≡　239②
　761　　V’　し　　5　　M　　D　　D　　V　　A　　E　　T　　V　　A　　A　　K　　＊　　　　　　　　　　　　　　H’一’一一一　　774
Z391　　ACTTTGTCAGTT（IA（：AGAGTCTTTTTTTGTCCTTAAAATAGAG（：TATGAAAATCAAACAA
　　　　　－一　　一
245②
Fig．1．　Restriction　map　of　genomic　DNA，　and　nucleotide　sequence　of　theが　operon
　　　　　　with　deduced　amino　acid　sequence．
　　　　（a）Restric廿on　map　of　genomic　DNA
　　　　　　The　pfl　gene　is　shown　as　a　black　box．　The　putative　transc！i凶onal　start　site　and　the
　　　　　　terminaUon　site　are　shownas　open　circles．The　DNA　fragment　used　as　a　probe　is　depicted
　　　　　　as　a　thlnly　suiped　box．（）nly　relevant　restriction　sites　are　shown　as　E（」Ekro　R　I），　H（Hin
　　　　　　d皿），P（Pst　1），　and　X（Xわα1）．
　　　　　（b）Nucleotide　sequence　of　the　pfl　operon．
　　　　　　Position＋1refers　to出e”transcrip廿onal　start　site．　The　opposing　arrows　downstream
　　　　　　f・・mth・Pfl　gene　indi・at・an　inv・・㎞・cp・at・eq・en㏄・P・励・・SD・閃uen㏄・and－35
　　　　　　and－10　regions　are　also　shown．
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データの検定
データの検定は第1章と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
5．bovisのpfl遺伝子の塩基配列決定
S．bovisのPFLも02により不活化され（第3章）、E．　cok’のPFLと同様な構造を持
つと考えられることから、E．　cok’を含む他菌のpflの塩基配列に基いてディジェネレー
トプライマーを作成した。このプラィマーを用いたPCR反応の結果、　pflの一部を含む
1142bpのDNA断片が増幅された。この断片は他のバクテリアのpf1遺伝子と高い相
同性を示した。続いて、このDNA断片の上流部分の塩基配列をシークエンスするため
に、EcoRIで切断した後、再結合により、環状化した染色体DNAを鋳型として用い、
1ユ42bpのDNA断片の5’と3’の末端側に設計したプライマーでインバースPCRを行
うことにより、約2．6kbpのDNA断片を増幅した（Fig．1）。このDNA断片の塩基配
列解析の結果、pflの5’末端を含むことが判明した。また、　pflの5「末端と2．6kbpの
DNA断片の3’末端で設計したプライマーで2組のプライマーを用いて、　Xba　lで切断
した後、再結合により、環状化した染色体DNAを鋳型にしてインバースPCRを行っ
た。この結果、pflの31末端を含む約3．OkbpのDNA断片が増幅された。　S．　bovisの
Pf1オペロンは2325　bpであり、ATGコドンから始まり、TAAコドンで終結した。
PFLは774個のアミノ酸残基から成り、その分子量は87513　Daと算定された。
S，boVisのPFLの推定アミノ酸配列はE．　coli、C，　pas　te　urtan　umおよび
Haemophilus　influenzaeのPFLのアミノ酸配列と40％以上の相同性を示し、　S．
mutans（90％）（76）およびLactococcus　lactis（80％）（77）のPFLのアミノ酸配列とは
特に高い相同性を示した。S．　bovisのPFLはデータバンクに登録されている他のバク
テリアのPFLと同様に、ラジカルが形成される部位と触媒部位を含んでいた（69，78，
79）（Fig．2）。E，　coliの活性型PFLにおいてラジカルが形成される734番目のグリシ
ン残基（69）は、5．わo、づsでは737番目に保存されており、その両端のSer736とTry738
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　　　　　　　　　　　　　（a）
　　　　　　　　　　　　　S．　bovis　　PFL　409：SCISCCVSPL　4t8
　　　　　　　　　　　　　S．　mutans　PFL　409；SCIS㏄VSPL　4t8
　　　　　　　　　　　　　1＿．　lactis　PFL　412：SCISCCVSPL　421
　　　　　　　　　　　　　E．　ooli　　PFL　414：YAIACCVSPM　423
　　　　　　　　　　　　　C．　paste，　PFL　401：YAIACCVS《M　410
　　　　　　　　　　　　　H．　influ．　PFL　417：YAIACCVSPM　426
　　　　　　　　　　　　　　　　　　零　象＊＊＊
　　　　　　　　　　　　　（b｝
　　　　　　　　　　　　　S．　bovis　PFL　了34：RISGYCV　740
　　　　　　　　　　　　　S．　mutans　PFL　734：RISGYCV　740
　　　　　　　　　　　　　L．　1actis　PFL　746：RISGYCV　752
　　　　　　　　　　　　　E．　col　i　　　PFL　731：RVSGYAV　73了　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　C．　paste．　PFL　712：RVSGYAV　718
　　　　　　　　　　　　　H．　influ．　PFL　744：RVSGYAV　750
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊＊索＊
　　　　　Fig．2．　Mu1晦1e　alignmellt　of　PFL　proteins　of（a）The　catalytic　site　andΦ）lbe
　　　　　　　radical－forming　site．
　　　　　　　The　sequence　of　Streptococcus　bovts　PFL　is　aligned　with　all　PFL　entries　avai】ablo　in　the
　　　　　　　databascs　by　using　1he　GENETYX－MAC　8．α
　　　　　　　Asterisks　in　the　consensus　line　represent　identical　amino　acid　residues・
も保存されていた。また、E．　eok’のPFLではグリシン残基のラジカルからの電子を水
素原子に転移し、ピルビン酸のC－C結合の切断を行う418番目と419番目のシステイ
ン残基（79）が、S．　bovisでは413と414番目に保存されていた。
02に対する酵素の感受性（第3章・第1節）、E．　coliのPFLとアミノ酸配列の相同
性が高いことなどから、S．　bovisのPFLもラジカルを持つ酵素と推定される。
S．bovisのpf1遺伝子の転写開始部位および転写終結部位の決定
プライマーエクステンション解析によりS．　bovisのpfl遺伝子の転写開始部位は1箇
所のみ存在し、pflの開始コドンの50　bp上流に位置していることが判明した（Fig．3）。
Eco万のpflでは転写開始部位が7箇所存在し、培養条件に応じて使い分けられている
ことが報告されている（80）。また、S．　bovisのpflの転写開始部位はpH、増殖速度な
どの培養条件の違いにより変化しなかった（データ省略）。S．　boVisのpflとE．　cok’の
pflでは、転写の調節様式が異なると思われる。
推定リボソーム結合部位（＋37㏄AGA＋41）が、　pflの開始コドンの10　bp上流で同定さ
れた。転写開始部位の10bpおよび35　bp上流に、　E．　cok’のσ70様式のプロモーター
配列に類似する配列（－36［［TGGGA’31と『1町AAAσP7）が見られた。このプロモーター
配列の類似性から、S，　boVisのpflの発現にもσ因子に類似した因子が必要と思われる。
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転写終結部位に特異的な逆向き繰り返し配列がS．　bovisのpflの10　bp下流で見られ
た（＋2385～＋2416）（Fig．1）。この部分のmRNAのステムーループ構造の形成には
一8．1kca1／mo1のエネルギーを要するものと推定された。これらの結果はS，　bovfsの
pflが単シストロン性であることを示す。
TCGA???????? ?? ??
Fj9・3・Primer　extension　a皿a藍ys豊s　of重he5．　bovispJl　gene．
　　Primer　extension　was　carried　out　with　primer　pf1－EX　on　the　tota］RNA　of　S．　bo晦．　A
　　scquence　ladder　was　run　with　the　same　primer　and　is　shown　on　lhe　IcfI．　The
　　lranscriptional　start　site　is　indicated　With　an　arrow　beside　the　sequencc　linc．
S．bovisのpfl遺伝子の転写
pHをおよそ6．9に維持しながらS．　bovisをバッチ法で培養し、培養開始から2時間
後（対数増殖中期）、5時間後（対数増殖後期）、および6時間後（静止期の直前）に培養を
停止した。増殖段階が進行するに伴い、グルコース発酵量あたりのギ酸生成量は増加し
た（Table　1）。ギ酸生成量と平行して、菌体量あたりのPFL含量も時間の経過に伴って
増加した。この結果は、培養時間と共に乳酸生成が減少し、LDHの含量が減少した第
2章の結果とは相反的であった。
各増殖段階の菌体から総RNAを抽出し、　pflプロs－一一ブにハイブリダイズさせたところ、
どの増殖段階の菌体からも約2．3kbpの単一のバンドが検出された（Fig．4）。この大き
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Table　l，　The　cha皿ge　in　formate　produc琶on，　PFL　activity，
at　three　growth　stages　in軋he　batch　culture　of　51．　bovis．＊1
and血e　relative　amoullts　of、Pf　Z－mRNA
Time
（h）
Formate
produced＊2
PFL　activiI｝声3Relative　amount　of
　　pfl－mRNA＊4
（??36±　　7c
78±　　6b
124±　10a
0．9±0．1c
2．0±0．3b
4，4±0．3a
LO±0．1c
1．8±0．2b
3．4±O．3a
　　Values　for　the　amounts　produced　during　O－2，2－5，　and　5－6h　are　shown．
＊lMean±SE（n＝3）
＊2m・1（100　m・l　gluc・se　f・㎜・nted＞1
＊3 垂煤@mol　NADH　oxidized　milr　1（10pg　of　cellularN）－1
＊4@The　spots　shown　in　F丘g．4，　separated　from　10μg　of　tr）ta玉RNA，　were　analyzed　fbr　the
　　amountS　by　using　a　Fluor－S　Multi　lmager，　and　expressed　as　re亘ativevalues．
a・b・c：Means　within　columns　wlth　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05，　n＝3）．
　　　kbp
4．4
2．4
1．4
1 2 3
PFL
Fig．4，　The　levels　ofpガー1血RNA　in　the　cell＄　of　S．　bovis　at　three　growth　stages　i1　batch
　　　　　cultUre．
　　　　　Cells　were　grown　fdr　2h（1ano　1），5h（1ane　2），　and　6h（lanc　3）．　Arrows　indicate　the
　　　　　migration　pOsitions　of　the　2．3kb　pfl　transcript．
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さは、pflオペロンの長さ（2325bp）に相当すること（Fig．1）、およびプライマーエク
ステンション解析の結果（Fig．9）から転写開始部位は一箇所であることを考えると、　s．
boVisのpflの転写様式はモノシストロン性であると考えられる。
Table　1とFig．4に示されるように、　pfFmRNAの量は増殖速度が低下するにつれて
増加していった。これは上述したように、時間の経過と共にギ酸生成量および菌体当り
のPFL含量が増加したという結果と一致する。また、時間の経過と共に減少した
1dh－mRNAの量の変化とは相反的であった。
以上の結果からは、S．　bovisのPFLはE．　cok’のPFLと同様にラジカルを持つ酵素
であると考えられる。また、LDHと同様に、　PFLの合成は転写レベルで調節されるこ
とが明らかとなった。
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第4章．Strep　tococcus　bovisの乳酸脱水素酵素と
　　　　ピルビン酸ギ酸開裂酵素の合成の調節
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
S．　bovisをバッチ法で培養すると、培養開始時には過剰のグルコースが存在し、増殖
は最大速度で進行するが、それがある一定時間続きグルコース濃度がある一定値以下に
なると増殖速度が低下していく。それに従って、発酵パターンも交代する。それ故、菌
体内へのグルコースの供給量によって1dhおよびpflの転写が調節されている可能性が
ある。ldhおよびpflの転写が菌の増殖速度により調節されるのか、あるいはグルコー
ス供給量により調節されるのかを明らかにするために、グルコース制限およびアンモニ
ア制限の連続培養を行った。
また、PFL活性はPFLの量を正確には反映しない。なぜなら、　PFLは不活性型とし
て合成され、翻訳後にPFL－AEによって活性型に転換されるからである。加えて、活
性型は02によって不可逆的に不活性化されるため、PFL活性を正確に定量をするこ
とは困難である。このような理由から、転写レベルでの調節が実際にタンパク量に反映
されることを確認するために、S．　bovis　PFLに対するポリクローナル抗体を作成し、ウ
エスタン免疫プロッティング解析を行った。そして、S．　bovisのPFL活性化システム
についても調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
S．　bovis　JB1株を供試した（第1章）。培養は、グルコース制限およびアンモニア制限
の連続培養法で行った。連続培養の方法と装置は第3章に述べた通りである。本実験
においては4個の51の貯蔵槽、4個の500m1の発酵槽、4個の51の回収槽を使用し
た・S．boyisをpH　4．orで培養した時は、必要量の菌体を回収するために培養サイクル
を2回繰り返した。グルコース制限培地の組成（9／Dは下記の通りである。K2HPO4，
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0．45；KH2PO4，0．45；（NH4）2SO4，1．8；NaCI，0．9；CaCl2・2H20，0．12；MgSO4・
7H20，0．19；グルコース，3；トリプチケース，0．5；酵母エキス，0．5；システイン，0．6。
アンモニア制限培地では、上記のグルコース制限培地において（NH4）2SO4を0．19／1に
減らし、グルコースを59／1に増加した。
培養は39℃でCO2とN2の混合ガス（1：9）を通気しながら4日間、2連で行い、同
じ培養を2回繰り返した。希釈率（D）は0．1または0．6／hに設定し、pHは6．9また
は4．5に維持した。
融合タンパクの調製にはE．　cok’　HBIO1株を用いた（第1部・第5章）。
有機酸濃度、グルコース濃度、アンモニア濃度および菌体窒素量の定量
有機酸濃度、グルコース濃度および菌体N量は、第1章で述べたように定量した。
アンモニアはコンウェイらの方法に従って回収し（81）、インドフェノール法により定
量した（26）。
LDH活性およびPFL活性の測定
LDHおよびPFLの活性測定のための菌体調製、および活性測定法は前章と同じ方法
で行った（第1章と第3章）。
ノーザンプロツト解析
S，bovisのldhに相補的なDNAプローブは第2章に、　pflに相補的なDNAプロー
ブについては第3章・第2節に述べた通りである。ノーザンプロット解析は第2章に
記載した方法に従って行った。
PFL融合タンパクの調製
プライマーPFLBAM　HI（5LTrC　GGATC　CATGGCGACTG〔rrAAAACA－3’：＋51～
＋68）と　PFLSALI（5LTATGTC　GACTTATTTAGCAGCAACAGT－3’：＋－2375～
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＋2358）を用いてS，bovisのpfl遺伝子を増幅した。このPCR産物をプラスミド
pGEX－4T－3　CAme　rs　haln　Phamacia　Biot　e　ch．）に組み込み、　E．　coli　HBユ01に導入した・
GST融合タンパク質の過剰発現およびその精製方法は第1部・第5章に記載した通り
である。
抗PFL抗体の調製とウェスタンブロット解析
第1部・第5章に述べた方法に従い、抗PFI、ポリクローナル抗体をウサギから調製
した。即ち、抗PFL抗体を1次抗体とし、アルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサ
ギIgG抗体（Bio－Rad）を2次抗体としたウェスタンブロット解析により、　P　FLタンパ
ク量を算出した。
データの検定
データの検定は第1章と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
S．bovisのPFLタンパクのウエスタンブロット解析
PFLの活性測定は困難であることから、組換え体PFLに対するポリクローナル抗体
を作成し、ウエスタンブロット解析法によりs．bovisのPFL含量を調べた。　Fig．1に
示すように、ウエスタンブロット解析では培養条件に関わらず2本のバンドが得られた。
SDS－PAGEは好気条件下で行ったので、2本のバンドは完全長のPFL（87kDa）と酸素
によって不可逆的に切断された断片（83kDa）と思われる（第3章）。それ故、2つのバ
ンドの合計を菌体中のPFL含量とした。
83kDaのタンパクの量は、87　kDaのタンパクの量とほぼ等しかった（Fig．1）。E．
coliのPFLと同様に、　S。　bovisのPFLの片方のサブユニットだけがラジカルを受け取
り（83）、全てのS．bovゴs　PFLの活性型が02により切断されたと仮定すると、　S．　bovis
の菌体内ではほとんどのPFLが活性型で存在していたと考えられる。しかしこの説明
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では、PFL－AE存在下でのPFL活性はPFL－AE不在下でのPFL活性の約2倍であっ
たこと（第3章）、およびレーン3と4では分解されたサブユニットの方が多いこと
（Fi．1）を説明することができない。おそらく、　S．　boVisでは、両方のサブユニットが
ラジカルを受け取るか、または、02により切断されたPFLはサブユニットが解離し、
分解されなかったサブユニット同士が会合し、再び活性型PFLとなり、ラジカルを受
け取るようになるのであろう。
A
kDa　　1
87－一一
83－一一
2　　3 4　　5　　　6贈■縢篠礁灘糊・
B
?????????????????
（?）??????
?????????????
1 2 3 4 5 6
Fig．4．　Westem　i㎜noblot　analysis　and　quantitation　ofP凡pπotl血血the　extracts　of
　　　∫．6・vis　cellS　grown　in　COntinuOuS　Culture．
　　　AWestem　blot　analysis．
　　　　Glucose－limited　culture：pH6．9，DofO．1（1ane　1）；pH6．9，Dof　O．6（lane　2）；pH
　　　　4．5，DofO．1（1ane　3）．
　　　　Ammonia－limited　culture：pH6．9，Dof　O．1（1alle　4）；pH6．9，Dof　O．6（1ane　5）；
　　　　pH　4．5，　D　ofα1（童ane　6）．
　　　B・Quantitation　ofwestem　blots：The　sumof87　and　83　kDa　proteinsおshown．
　　　　　Striped　areas　indicate　83kDa　protein．
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5，bovisのLDIIタンパク量とPFLタンパク量に及ぼすエネルギー供給量お
よび増殖速度の影響
pH　6．9でグルコース制限の連続培養を行ったところ、どちらのDでも、培養液中に
はグルコースはほとんど残存していなかった（＜0．1mM）（Table　1）。アンモニア濃度は
高かった（23～25mM）ことから、発酵槽に流入した全グルコL・一一一スは直ちに消費され、
増殖速度はグルコースの供給速度に依存するものであったと考えられる。しかし、アン
モニア制限下では、およそ7mMのグルコースが発酵槽に残っていたので、菌体へのグ
ルコース供給は過剰であったと考えられる。少量のアンモニアが発酵槽に残っていた
（約0．1mM）が、この量では至適増殖には低すぎたと思われる。貯蔵槽中のアンモニア
濃度を倍加すると、OD600値もおよそ2倍となったことから（データ省略）、アンモニ
ア制限条件下ではアンモニアの供給速度が菌の増殖速度を律速していたと考えられる。
Dが0．1または0．6のどちらの場合でも、グルコL－一一・ス制限下よりもアンモニア制限下
で乳酸の生成割合が大きかった（Table　1）。このことは、グルコース供給量の増加が乳
酸生成を増加させたことを示している。対照的に、ギ酸の生成割合はアンモニア制限下
よりもグルコース制限下の方が大きかった。そして、菌体あたりのLDH含量は乳酸生
成割合と同様に変化した。
PFLについては活性とタンパク定量の両方で測定した。　Dが同じ場合は、　PFL活性
およびPFLタンパク量はアンモニア制限下よりもグルコース制限下で多かった。菌体
内のLDH含量が増加した時にPFL含量が減少したことは、　LDHの合成の調節がPFL
合成とは相反的に行われることを示している。しかし、PFL活性の変化はPFLタンパ
ク量の変化よりもはるかに大きかった。この違いは、PFL精製時の02の影響および活
性型と不活性型の比率の差により生じると考えられる。つまり、PFLタンパク量の小
さな変化が、PFLの活性型への転換速度によって拡大されると考えられる。
以上の結果から以下のことが推定される。菌体内に十分量のグルコースが存在する場
合には、グルコースはATP生成量の少ない乳酸生成経路で発酵され、グルコースの供
給が制限される場合は多量のATPを獲得するためにギ酸、酢酸、およびエタノールを
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　Tab玉e　1．　Eff㏄t　of　the　abundance　of　glucose，　d皿u廿on　rate（D），　and　pH　on　lactate　and　fomlate　production，　LDH　and　PFL　oontents，　and　the　rela廿ve
、m・unt・・f燃mRNA孤dが一mRNA　i・∫．う傭9・・踊加。・nti・・…c曲・e＊1
ConditionD pH Glucose
（h’1） Level　Consumed
（mhの（m　mo1’1－1）
Ammonia　　Lactale　　　　Fbnnate　　　LDH　　Rela廿ve　　　　Relative　　Relative
　　levd　　　　produced　　　　　produced　　　activity’2即ount　of　　　amount　of　amounI　of
　　（mM）　（m　mo1・1’1）　（m　mol・1擢1）　　　　　　Z助一mRNA串3PFL－protei！i＊4pfl－mRNA．禦3
Glucose一
㎞ted
Ammonia一
五mited
Glucose－
Iimited
Ammonia－
limited
Glucose－
limitOd
A㎜monia－
hmited
O，1
0．1
0，6
0．6
6．9
6．9
6．9
6．9
＜0．1
7、0
＜0．1
7．5
16．5
20．8
165
20．3
23
0．1
24
0。1
2．7d
（8・8）
ユ1．4c
（25・2）
12．2c
（38．4）
20．4b
（45・2）
23．ob
28．oa
（91．2）
27．6a
（74・8）
19．6b
（61・6）
20．Ob
（54．8）
28d
goc
104c
139b
1．00d
1．60c
1．64c
250b
1．ooa
0．86b
0。70c
0．65c
1．ooa
0．88b
0．66c
0，60c
一曙層騨　．一一．冒o　●一幽o闇　一■’曽　■一■・一・　「薗・凹一■9幽■　・●聖　■口●　庸●8葡餉o，，口卿・・　匿鱒輌　，口暫，齢■　膨．　昌口．．　圏騨，・塵口　隔・　」　．　．鼻　9脚　瞳脾・　・，「o騨，・冒．・．．．．．層一學，口・一一“一●●●伽■・●・騨・・．　o●・」の　口國齢●一一一陶口．印胃「．謄■．9．脚一・，雪．■．・・口，騨旧●口■　脚一．　．9・　，．曙卿．零，
0．1
0．1
4．5
4．5
く0．1
8．8
ユ6．5
18．9
25
0．1
（73・0）
285a
（75・4）
8．5c
（27・0）
9．oc
（24・6）
250a
263a
3．40a
3．68a
0．50d
0．45d
0．42d
O．36d
??
ゆ1Data　from　the　｝ast　day，血〔hplicate，2se熔of　cul賦e（n＝4）。　Figures　in　par。ntheses　indicate　perc㎝懐ges　in　I翻te　plus　fbmate．
申2　μmol　NADH　oxidized　min－1（10匹g　of　cellular　N）－1
学3@The　spots　shown　in　Fig．2and　3，　separated　from　10μg　of　tr）tal　RNA，　were　analyzed　fbr　the　amounts　by　using　a　Fluor－S　Mul録㎞ager，
　　　　and　expressed　as　relative　values・
°4@Data　were　obtained丘om　the　spots　as　noted　in　Fig．1．
a・b・c，d・e：M㎝s輌t厨n　ool㎜s輌th　no　co㎜on　super㏄dpl　Iette路面er（P＜0．05）．
生成する経路を使う必要がある。そのために、S．　boVisは高ATP濃度やエネルギー充
足度（Energy　charge）が高い場合にLDH合成を増加させ、　PFL合成を減少させるとい
う調節を行う可能性がある。また、菌体内の解糖系中間体の濃度により、これらの酵素
の合成が調節される可能性もある。っまり、LDHやPFLの活性に影響するFBPやト
リオースリン酸が酵素合成の調節にも影響しているかもしれない。
グルコースおよびアンモニア制限培養のどちらの場合も、Dの増加によって乳酸の生
成割合およびLDH含量が増加した。逆に、ギ酸の生成割合およびPFLタンパク量は
減少した（Fig．1）。これは、増殖速度自体も発酵の切り替えに影響していることを示し
ている。なぜ増殖速度によってLDHとPFLの合成が調節されているのかは、現在の
ところ説明することはできない。Dが0．6の場合のLDH合成に対するグルコース供給
量の影響は、Dが0．1の場合の影響よりも小さかった。　Dの増加によるLDH合成の増
加も加算されたため、グルコース供給量の影響が小さかったと考えられる。
S．bovisのldh遺伝子とpf1遺伝子の転写に及ぼすエネルギー供給量および
増殖速度の影響
1dhプローブを用いたノーザンプロット解析の結果をFig．2とTable　1に示した。グ
ルコースおよびアンモニア制限培養のどちらの場合も、pH　6．9では、　Dの増加すなわ
ち増殖速度の増加によってldh－mRNAが増加した。同じDの場合、グルコース制限
下よりもアンモニア制限下でldh－　mRNA量は増加した。　LDH含量の高い菌ほど、
ldh－　mRNA量が多かった。しかし、　ldh－mRNA含量の変化の大きさは、　LDH含量の
変化量よりもはるかに小さかった。mRNAの量がその翻訳されたタンパク量と正確な
比例関係にないことは驚くべきことではない。mRNAのターンオーバー速度はタンパ
クの場合よりもはるかに速く、結果として菌体内にタンパクが蓄積するからである。翻
訳レベルでのLDH合成の調節もあるかもしれないが、この結果は、　LDHの合成が増
殖速度とグルコース供給量の両方に対応して転写レベルで調節されていることを示すと
9Kる。
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Fig．2．　Effect　of　cUlture　conditions　on　the　level　of’LDH－mRNA　in　the　cells　of　S・うov誌　grow職
　　　　in　con纐nuous　culture．
　　　　Glucose－limited　cultures：pH6．9　and　the　D　of　Oユ（監ane　1），　pH6．9　and　the　D　of　O．6
　　　　（lane　2），　and　pH　4．5　and　the　D　of　O．1（丑ane　3）．　　　　　　　、
　　　　A㎜onia掘ted　c曲res：pH6．9　and　the　D　of　O．1伽e　4），　pH6．9　and山e　D　of　O，6
　　　　（lane　5），　and　pH　4．5　and　the　D　of　O，1（1a簸e　6）．
　　　　Arrows　indicate　the　migrati・n　p・s三ti・ns・f山e　l・Okb嫌晦sc即t・
kbp
4．4
1 2 3 4 5 6
9
2。4
1．4
PFL
晦3．E飾㏄t・f　cul瞭∋。・画diti・蹴s・n　the　levd・f　PFL－1nRNA　in曲e　cells・f　3・boviS　grown
　　　　in　continuous　cultu】隆∋．
　　　　Gluoose－1imited　cUltures：pH6．9　and　the　D　of　O・1（1ane　l），　pH6・9　and　dle　D　of　O・6
　　　　（la血e　2），　and　pH　4．5　and　the　D　of　O．1（1ape　3）．　　　　　　°　、
　　　　A㎜o樋a一血nited　cult雌即es：pH6．9　a血d　the　D　of　O．1（Ia餓e　4），　pH6．9　tilld　the　D　of　O。6
　　　　0alle　5），　a惣d　pH　4．5　and　the　D　of　O．1（la鍛e　6）．
　　　　Arrows　i　ldiCate　the　mig1ation　posidons　of　the　23kb解t腿msc通pし
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ρflプローブを用いたノーザンプロットの結果をFig．3とTable　1に示した。グルコー
スおよびアンモニア制限培養のどちらの場合も、PH　6．9では、　Dの増加によってpfF
mRNAは減少した。同じDの場合、アンモニア制限Fよりもグルコ・・一一一一ス制限下でpfF
mRNA量は大きく増加し、菌体内のPFL含量の結果と一致していた。
S．bovisの1d「h遺伝子とpfl遺伝子の転写に及ぼすpHの影響
グルコース制限の連続培養をpH　4．5で行った場合、　pH　6．9の場合に比べて乳酸生成
割合およびLDH含量が大きく増加した（Table　1）。アンモニア制限下でも同様の結果
となったが、グルコース制限下よりも大きく乳酸生成割合およびLDH含量が増加する
という結果は得られなかった。
ノーザンプロット解析により、グルコースおよびアンモニア制限培養のどちらの場合
も、pH　6．9で培養した菌よりもpH　4．5で培養した菌の方がより多くのldh－mRNAを
持っていることが示された（Fig．2）。しかし、　ldh－mRNAの量はグルコース制限とア
ンモニア制限でほとんど違いがなかった。
一方、グルコースおよびアンモニア制限培養のどちらの場合も、pH　6．9で培養した
菌の方がpH　4．5で培養した菌よりもpf1－mRNA含量が多かった（Fig．3）。また、
pH6．9で培養した菌の方がpH　4．5で培養した菌よりもPFL含量が多かった。従って、
明らかにPFLの合成が低pHで抑制されると考えられる。これらの結果は、　S．　bovis
がpHの変化、特に菌体内pHに応じて転写レベルでLDHとPFLの合成を調節してい
ることを示す。
s．bovisのギ酸生成速度
培養pHを6．9から4．5に低下させると、　PFLタンパク量はおよそ50％減少し、ギ
酸生成速度はグルコース制限およびアンモニア制限（グルコース過剰）培養条件下でそれ
ぞれ41および48％に減少した（Table　2）。グルコース制限培養条件下におけるギ酸生
成速度とPFLタンパク量の差が小さかったこと（41％と50％）の理由として以下のこ
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Table　2．　Production　rates　and　Percentages　of　formate　and　lactate　in　continuous　culture　i）
Culture
Condition
Dilution　pH
rate
（h－1）
Producti　on　rate2）Percentage　of　product
　　　（％）
Formate　L㏄傭Forrnate　　　Lactate
Glucose　limited　　O．1　　6．9　　86±3
Ammonia　limited　O．1　　6．9　　63±3
19±1
34±2
Glucose　iimited　　O．6　　6．9　310±9　　286±8
Ammonia　limited　O．6　　6．9　238±7　　315±9
Glucose　limited　　O．1　　45　　35±2　　132±4
Ammonia　limited　O．1　　4．5　　30±1　　146±4
82±3
65±3
52±2
43±2
21±1
17±1
18±1
35±1
48±2
7±2
79±3
83±3
1）Values　are　presented　as　means±SE（n＝3），
2）μmol・h’1・mg　of　cell－N’1
とが考えられる。1．PFLタンパクのすべてが活性型ではない。2．菌体内pHが低い場
合、PFL活性は低下する（第3章）。3．　DHAPとGAPの菌体内濃度が異なる（第3章）。
4．LD｝1タンパク量が低pHで増加する（第1，2章）。5．菌体内pHが低い場合、　LDH
活性は増加する（第1章）。すなわち、ギ酸の生成速度はPFL活性だけではなく、　LDH
活性の影響も受けると考えられる。PFL活性が高い時にLDH活性が低いという相反的
な関係が、ギ酸と乳酸の生成割合の変化を増幅すると考えられる。
一方、乳酸生成速度は培養pHを6．9から4．5に低下させると、グルコース制限およ
びアンモニア制限培養条件下でそれぞれ6．9および4．3倍に増加した（Table　2）。その
変化は、ギ酸生成速度の変化よりもはるかに大きかった。同様に、Dの増加はギ酸生成
速度よりも乳酸生成速度を大きく増加させた。従って、LDH活性の方がPFL活性より
も大きな調節を受けると考えられる。活発に増殖している菌では、PFLは基質飽和の
状態にあり、PFL反応に用いられなかったピルビン酸がLDH反応を受けると考えられ
る。
以上のように、LDHおよびPFL含量が高い場合ほどそれぞれのmRNA含量が高かっ
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た。これらの結果は、LDI　IとPFLの合成が培養条件に応じて転写レベルで調節されて
いることを示す。つまり、各々の酵素のアロステリック調節に加えて・各酵素の転写調
節も重要であることが明らかとなった。
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第5章．Streptococcus　bovisの発酵パターンに及ぼす解糖系の中間
　体、アデニンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドの影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［序］
S，boVisにおける発酵の調節は、　LDHとPFLの両酵素の活性の割合に依存するとこ
ろが大きいと考えられる。LDHとPFLは共に2つの段階で相反的に調節されている。
一っは解糖系の中間体による酵素活性のアロステリック調節である。LDHはFBPによ
り活性化され（第1章）、PFLはDHAPとGAPにより阻害される（第3章）。もう一つ
は酵素合成における転写レベルでの調節である（第2章および第4章）。菌体内pHの
変化やエネルギーの供給状態に応じて、これらの酵素の合成は相反的に調節されている。
前章で述べたように、グルコースの供給が十分な場合には、S．　bovisはATP生成量の
少ない乳酸生成の経路を用い、速い速度で増殖する。しかし、グルコース供給が制限さ
れている場合には、発酵経路を乳酸生成経路からギ酸、酢酸、およびエタノールを生成
する経路に切り替えることにより、ATP生成量を増加させるような調節を行うと考え
られる。つまり、S．　bovisは菌体内のATP濃度やエネルギー充足度（En　e　rgy　charge）
が高くなった時にLDH合成を増加させ、　PFL合成を減少させるという調節を行う可能
性がある。
Sbov’isにおける糖輸送には、フォスフォトランスフェラーゼ系
（PhosphOtransferase　system；PTS）と促進拡散（Facilitated　diffusion）の2つの様
式が存在する（84）。乳酸菌の中にはラクトースをパーメアーゼ（Pe　mlease）で取り込
むものも存在するが、S，　bovisはPTS系によりラクトースを菌体内に取り込む（85）。
この場合、ラクトースはラクトースー6一リン酸となり、グルコースとガラクトースー6一リ
ン酸となる（Fig。1）。前者はエムデンマイヤ・・一一一一ホフ経路（Embden－Meyerhof
Pathway）を経由して代謝され、後者はタガトース経路（Tagatose－pathway）によって
代謝される（85）。タガトース経路はDHAPとGAPからエムデンマイヤーホフ経路に
合流するので、ラクトースで培養した場合にはFBPの量が少なくなる。仮にラクトー
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スがパーメアーゼによって菌体内に取り込まれたとしても、S．　bovisはβ一ガラクトシ
ダーゼ（β一galactosidase）を持たないので、ラクトースを利用できない（67）。実際、
菌体内のFBP濃度と糖消費量あたりの乳酸生成量はラクトース培養時よりもグルコー
ス培養時の方が大きかったとBondらは報告している（67）。これらの糖を用いて培養
した時の乳酸生成量の違いは、FBPによるLDHのアロステリックな活性化よりも大き
かったので、FBPはLDHとPFLの合成にも何らかの影響を与えていたものと推測さ
れる。また、これらの酵素の合成がDHA1〕やGAPのようなトリオースリン酸の水準に
よる影響を受けることも考えられる。
Galactose　Lactose　　　Glucose（｝a量actose
G。1－◎P－Gl。
　　　　ゐ
匝り畑」薯一
F°㎜a¥ce妙卜C°A、
　　Acetate　　　　　Ethanol
　Fig．1．Metabolic　pathways　of　glucose，
　　galactose，　and　lactose　inS・bovis
tact　ococαu　s　lactisでは、　NADH／NAD＋比がGAPデヒドロゲナーゼ（GAP
dehydroge　nase）とLDHの活性をアロステリックに阻害したり、活性化することによっ
て、本菌のホモ乳酸発酵から混合酸発酵への代謝の切り替えを行う可能性があると
Garriguesらは述べている（66）。NADH／NAD＋比も、酵素のエフェクターとして作用
するだけでなく、酵素合成にも影響するかもしれない。
　そのため本章では、s．　boVisにおける発酵経路の切り替えに対して、解糖系中間体、
アデニンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドがどのように影響するか、特にご
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れらがLDHやPFLの合成を左右するかどうかを調べた。
第1節．解糖系の中間体、アデニンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチ
ドがldh遺伝子とpfl遺伝子の転写に及ぼす影響
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌および培養方法
S．bovis　JB1株を供試した。培養方法および使用した培地の組成は第1章に述べた通
りである。糖基質として、グルコース、ガラクトース、またはラクトースを用いた（3
9／D。
発酵産物、糖、菌体窒素量、菌体タンパク量および菌体内の解糖系中間体濃度
の定量
発酵産物、培地中の糖濃度、および菌体N量の定量は第1章と同じ方法で測定した。
菌体タンパク量および菌体内解糖系中間体の濃度は、第3章と同じ方法で測定した。
菌体内アデニンヌクレオチド濃度の定量
サンプルを解糖系中間体の抽出方法に従って処理した（第3章）。ルシフェリンールシ
フェラーゼ混合液（Sigma）とATPを反応させ、生じた蛍光をルミノメーター（Model
1250；LKB　Instruments，Tokyo）で測定し、　ATP濃度を算出した。　Kimmichらの方
法（86）に従い、ADPはピルビン酸キナーゼ（Pyruvat　e㎞as　e）によりATPに転換し
て測定した。AMPは、ピルビン酸キナーゼとアデニレートキナーゼ（Adenylate
kinase）を用いてATPに転換して測定した。
菌体内ピリジンヌクレオチド濃度の定量
NAD＋を定量するために、第3章で述べた方法で、調製した凍結サンプルに4Nの
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HCIを加え、室温で融解し、　pH　1．2にした。酸性化したサンプルを50℃で8分間保
温した後、激しく撹搾しながら10　N　KOHを加えて、　pHを6．5から7．0に中和した。
遠沈（20，000×g，5　min）により沈殿を除去した後、上清を直ちに分析に用いた。一方、
NADHの定量においては、上述した凍結サンプルに室温で融解しながら10NKOHを
加え、pH　12．0にした。このサンプルを50℃で10分間保温した後、遠沈（20，000×g，
5　nrir））した後の上清を直ちに分析に用いた。どちらのピリジンヌクレオチドも
Bermofskyらの方法（87）に従って定量した。
　NADH依存型酵素の活性の測定活性
測定のための菌体調製法は、第1章と同じ方法で行った。酵素活性は、波長340　nm
における吸光度の測定により、NADHの濃度変化を測定することによって求めた。
LDIIの活性測定は、第1章と同じ方法で行った。
FBPアルドラーゼ（FBP　aldolase）活性は、200　mMトリスーHCI緩衝液、2mM　FBP、
0．3mM　NADH、10　Uのグリセルアルデヒドー3一リン酸　デヒドロゲナーゼ
（Glyceraldehyde－3－phQsphate　dehydrogenase；GAPDH）、および100　Uのトリオー
スリン酸イソメラーゼ（Triosephosphate　isomerase）を含む標準反応混液（1．5　rrU）に
齢抽出液（タンパク量として1－2㎎）を添加して反応を開始した。
GAPDI　I活性は、125　mMトリエタノールアミンーHC1緩衝液と11nM　NAD＋、5
rnMヒ酸ナトリウム、5mMシステイン・HC1および2　mM　GAPを含む標準反応混液
（1．5mDに菌体抽出液（タンパク量として1～2rng）を添加して反応を開始した。
アセトアルデヒド脱水素酵素（Acetaldehyde　dehydrogenase；ADH）活性は、100
mM　Tris－HCI緩衝液、　O．3　mM　NADH、1．O　mM　DTr、1．O　mMアセチルーCoAを含む
灘反応混液（1．5　ml）に菌体抽出液（タンパク量として1－2㎎）を添加して反応を開
始した。
AIDH活性は、48　mM　KPi、0．3mM　NAD＋、および30　mMアセトアルデヒドを含
む騨反応混液（1．5mDに菌体抽出液（タンパ糧として1－2㎎）を添加して反応を開
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始した。
各酵素活性の1ユニットは、1分間で1μmoleのNADHが変化した場合を定義し、
活性は菌体N量あたりの活性として表現した。第1章で述べたように、菌体の破砕率
を95％と一定にしたため、菌体N量は反応混液に加えた菌体抽出液の量に比例するの
で、菌体N量あたりの活性は菌体量あたりの活性を反映する。
PFLタンパク量の免疫学的測定
S．bovisのPFLタンパク量は、第3章に述べた方法に従い、ウェスタンブロッティ
ング法により測定した。
ノーザンプロット解析
S，boVisの1dhに相補的なDNAプロー一・一ブは第2章に、　pflに相補的なDNAプロー
ブについては第4章に述べた通りである。ノーザンプロット解析法は、第2章に述べた
方法で行った。
mRNAの分解速度の測定
第1部・第5章と同様に、対数増殖中の菌の培養液にリファンピシン100μg／ml
を添加してmRNAの合成を阻害した後で、ノーザンプロット解析によりmRNA量を測
定し、mRNAの分解速度を算出した。
データの検定
データの検定は第1章と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
糖基質およびpHの違いが増殖速度および発酵産物に及ぼす影響
グルコースまたはガラクトースを基質とし、pHを7．0に維持しながらS．　bovisを培
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養したところ、増殖速度はほとんど同じであり（データ省略）、どちらも乳酸が主要発酵
産物であった。しかし、ラクトースを基質とした場合には、グルコースやガラクトース
培養時よりも増殖速度と乳酸生成の割合は低下し、ギ酸、酢酸およびエタノール生成の
割合は増加した（Table　1）。この結果はBOndらの結果（67）と一致した。この場合、予
想通り、乳酸生成の減少量はギ酸生成の増加量とほとんど等しかった。また、グルコー
スを基質とし、pHを4．5に維持しながら培養した場合には、　pH　7．0での培養時よりも
増殖速度およびギ酸生成量は低下し（データ省略）、乳酸生成量は増加した。この結果は
第1章の結果と一致した。
Table　l．Femlentation　products　from　glucose，　galactose，　and　lactOse　in　S．　bovis　JB　1
Energy　source　　pH Femユentation　products（mM）
Lactate FormateAcetateEthanol
Glucose　　　　6．9　　　　29．Ob
Galactose　　　6．9　　　　28，5b
Lactose　　　　　6．9　　　　22．2c
Glucose　　　　　45　　　　32．2a
SEM　　　　　　　　　　O．35
3．4b　　　　　　　l．7b　　　　　　　1．6b
3．9b　　　　　　　2．Ob　　　　　　　1．9b
9．5a　　　　　　　4．6a　　　　　　　4．9a
O．6c　　　　　　　O．3c　　　　　　　O．3c
O．12　　　　　　　　0．09　　　　　　　　0．09
a・b・cMeans　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
糖基質およびpHの違いが解糖系中間体、アデニンヌクレオチド、ピリジンヌ
クレオチドの菌体内濃度に及ぼす影響
FBPはS，　bovisの菌体内で最も濃度が高い解糖系中間体であった（Table　2）。グルコー
ス培養時の菌体内FBP濃度はラクト・・一一一一ス培養時の3．1倍であった。　DHAPとGAPの
菌体内濃度も、FBPと同様、ラクトース培養時よりもグルコースおよびガラクトース
培養時の方が高かった。上述したように、取り込まれたラクトースの半量はタガトース
経路を経由するので（85）、ラクトース培養時には菌体内FBP、DHAPおよびGAP濃
度が低下したと考えられる。更に、グルコースを基質として、pH　4．5で培養したとこ
ろ、FBP濃度はpH　7．0で培養した時よりも大きくなり、　RusseUおよびHinoが報告
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した結果（2）と一致する。また、菌体内のDHAPとGAPの濃度もpHの低下と共に増
加した。FBPアルドラーゼとGAPD｝1の至適pHはpH　7．0であり、　pH　5．5でのFBP
アルドラーゼとGAPDHの活性は、　pH　7．0での活性のそれぞれ46％と58％であっ
た（Fig．2）。本菌では、菌体外のpHが4．7に低下した時には、菌体内のpHが5．5に
まで低下することから（12）、pH　4．5で培養した時にはFBPアルドラーゼとGAP－DH
の活性が低下し、FBP、DHAPおよびGAPの菌体内濃度が増加したと考えられる。
pHを7．0に維持しながら培養した場合、　FBPと同様に、グルコースー6一リン酸、フ
ルクトースー6一リン酸、3一ホスホグリセリン酸、ボスホエノールピルビン酸の菌体内濃
度は、グルコースでの培養、ガラクトースでの培養、およびラクトースでの培養の順に
減少した。しかし、その変化の程度は、FBPの変化量ほど大きくはなかった。また、
ピルビン酸の菌体内濃度も、FBPと同様に、　pH　7．0での培養時よりもpH　4．5での培
養時の方が高かった。
Tab且e　2．　Concentrations　of　glycolyUc　intemlediates　in　S．　bovis　cells　grow　n　on　gluoose，　galactr）se，
or　lactose
Glyco且ytic
inte㎜ediate　l）
Concentration（mM） SEM
Glucose
H7．03） H4．53）
Galactose
H7．03）
Lactose
H7．03）
Glucose－6－P
Fructose－6－P
FBP
DHAP
GAP
3PG
2PG
PEP
Pyruvate
2．8a
O．2ga
ll．8b
2．1b
O．38b
1．7a
O，38ab
O51ab
1．7b
1．8b
O．25a
29．la
3．oa
O．61a
2．oa
O．43a
O．61a
3．7a
2．ob
O．26a
lO．1b
1．gbc
O．32b
O．98b
O．33b
O38b
l，8b
0．8gc
O．10b
l．9C
1．4c
O．15c
O．88b
O，31b
O．26c
15b
0．12
0．Ol
O．63
0．08
0．02
0．08
0．01
0．01
0．15
a・b・c・　d　Means　within　a　row　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
1）3PG，3－phosphoglycerate；2PG，2－phosphogl　y㏄rate；PEP，　phosphoenolpyruvate．
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Fig．2．　Effect　of　pH　on　the　activities　of　FB　P　aldolase　and　GAP　dehydrogenase．
Table　3．　Concentrations　of　adenine　nudθotides，　energy　charge，　and　NADH／NAD＋ratio　in　S．わovむ
OellS　grOWn　On　glUCOSe，　gaiaCtOSe，　Or　laCtOSe．1）
Glucose
pH7．0 pH45
Galactose
pH7。O
Lactose
pH7．0
ATP（mM）
ADP（mM）
AMP（mM）
Energy　charge
NADH／NAD＋
1．9a
O．96a
O，19b
O．78a
0．202a
1．5a
1．06a
O．48a
O．67a
0．131b
1．7a
O．81a
O，23b
O．77a
0．194a
1．8a
O．88a
O．21b
O．77a
O．175a
a・bMeans　within　columns　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
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ATP、　ADPおよびAMPの濃度は、遅滞期および静止期よりも対数増殖期の方が高く、
対数増殖期にはほとんど変動しなかった（データ省略）。対数増殖中の菌について、糖基
質の違いが菌体内アデニンヌクレオチドの濃度に及ぼす影響を調べたところ、使用した
3種の糖の間では大きな差は見られなかった（Table　3）。従って、エネルギ・・一一一一充足度に
は違いはなかったと考えられる。しかし、培養pHを4．5に低下させたところ、　ATP
濃度は減少し、AMP濃度は増加したため、エネルギー充足度は減少した。
NADH／NAD＋比はグルコース培養時に最も高くなり、ラクトース培養時には最も低
くなった（Table　3）。また、培養pHを7．0から4．5に下げたところ、　NADH／NAD＋
比は大きく低下した。また、アデニンヌクレオチドやピリジンヌクレオチド自体は
LDHおよびPFLを活性化または阻害しないので（デー一一タ省略）、　ATP濃度やNADH／
NAD＋比が直接LDHおよびPFLに作用し、　S．　bovisにおける発酵経路の切り替えに
影響することはないと思われる。
糖基質およびpHの違いが1dh－mRNAおよびpf1－mRNAの菌体内水準に及
ぼす影響
pH　7．0でグルコースを基質としてS．　boVisを培養したところ、　LDH活性（含量）は
ガラクトース培養時よりも23％高くなり、ラクトース培養時よりも190％高くなっ
た（Table　4）。グルコース培養時のPFL活性はガラクトース培養時のよりも17％活性
が低下し、ラクトース培養時よりも53％活性が低下した。pH　4．5で培養した時の
LDH活性は、　pH　7．0での培養時の2．2倍に増加した斌PFL活性は50％に減少した。
このように、LDHとPFLの間で相反的な関係が見られたことは以前の結果と一致する。
各培養時のldh－mRNAとpff－mRNAの量はそれぞれの酵素の活性と平行関係にあり
（Table　4）、第4章に述べたように、　S，　boVisにおけるホモ乳酸発酵から混合酸発酵へ
の移行が転写レベルで調節されることが確認された。糖基質を変えた場合とpHを変え
た場合のldh－mRNA量の増減と、菌体内FBP濃度の増減との間に相関関係が見られた。
しかし、FBP以外の解糖系の中間体、エネルギー一一充足度、およびNADH／NAD＋比は、
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糖基質を変えた場合とpHを変えた場合の両方において、1dh－mRNA量および
ρff－mRNA量の変動と相関関係があるわけではなかった。それ故、菌体内FBP濃度が
Idhの転写を促進している可能性が考えられる。また、1dh－mRNA量とpfkmRNA量
が相反的な関係にあることから、FBPがpflの転写を抑制している可能性も考えられる。
FBPは解糖系中間体の中でもプールサイズが大きいことと、リン酸化合物であること
から、特に1dhとpflの転写に関係する因子である可能性が高いと思われる。
Table　4．　Amounts　of　LDH，　PFL，　tdh－mRNA，　and∫pfl－mRNA　in　S．わovなcells　grown　on　glucose，
galactose，　and　lactose
Energy　source　pHLD I）　　PFL2）　ldh－mRNA3）pJfi－－mRNA3）
Glucose　　　7．O
GIucose　　　45
Galactose　　　7．O
Lactose　　　　　7，0
98b
215a
80c
51d
1．OOc
O．51d
1．36b
2．12a
LOOb
2．06a
O。84c
O．45d
1．ooc
O．42d
1．23b
2．38a
a・b・c・dMeans　within　columns　with　no　common　superscri　pt　letters　di　ffer（P＜0．05；n＝3）．
1）Amounts　are　expressed　as　activity　per　cell　mass
　，i．　e．，μmol　NADH　oxidized　min冒1（10μgcell－N）’1．
2）Relative　amounts　of　PFL　protein　per　cell　mass　estimated　by　Western　immunoblot　analysis．
3）Relative　amountS　of　Idh－mRNA　and　pfl－－mRNA　per　oell　mass　estimated　by　Northem　blot
　analysis．
1dh－mRNAおよびp　fl－　m　RNAの分解速度に及ぼす糖の種類に及ぼす影響
Idh－mRNAおよびpf卜mRNAの細胞内レベルが、合成と分解のどちらの段階で調節
されるかを確かめるために、mRNAの分解速度を測定した。　ldh－mRNAの量は、リファ
ンピシン添加後から時間の経過と共に指数関数的に減少した（Fig．3）。mRNAの分解
の初速度（最初の直線部分の勾配）は、基質の違いによる影響を受けなかった。また、
pfFmRNAについても同様な結果が得られた（データ省略）。これらの結果は、菌体内
1dh－mRNAおよびpf卜mRNAの量が、主にmRNAの合成の段階で調節されることを
示す。っまり、菌体内の1dh－mRNAとpfl－mRNAの量の違いはmRNAの合成量の違
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いを反映しており、菌体内のFBP濃度がldhおよびpflからのmRNA合成を制御して
いる可能性が考えられる。
?）?????????
125
100
75
50
25
　0
　　0　　　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　15
　　　　　　　　　　Tlme（mln）
Fig．3．　Decay　of　ldh－mRNA　in　S．　bovis　cells　grown　on
　　　gl　ucose（■），　galactose（O），　or藍actose（▲）・
菌体内のGAPDH、AIDH、およびADHの含量
NADH／NAD＋比がLDHの合成を調節するという証拠は得られなかったが、　LDH以
外のNADH依存性酵素であるGAPDH、AIDH、およびADHについてもそうである
かどうかを調べた。しかし、これらの酵素の菌体内の量も、糖の種類およびpHの違い
による影響を受けなかった（Tab塾e　5）。即ち、これらの酵素も、　LDHと同様に、その合
成がNADH／NAD＋比によって調節されることはないと思われる。　L．　lactisでは、
NADH／NAD＋比が高い場合にはGAPDH活性は阻害され、　LDH活性は活性化される
といった相反的な関係が報告されているが（66）、S．　boVisではNADH／NAD＋比が
LDHやGAPDHの活性に影響を及ぼさないだけではなく、これらの酵素の合成に対し
ても影響はしないと考えられる。おそらく、GAPDH、AIDH、およびADHはLDH
とは異なる転写制御を受けるであろう。
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Table　5．　AmountS　of　GAPDH，　AIDH，　and　ADH　in　S．　bovtS　cells　grown　on　glucose，　galactose，　or
lactosei）
Energy
source
pH GAPDH　1）AIDH ADH
Glucose
Gluoose
Galactose
Latose
????1．ga
2．oa
1．8a
l．8a
1．7a
1．6a
1．6a
1．8a
1．3a
1．2a
l．1a
O．ga
a　Means　within　columns　with　no　common　superscript　letters　di　ffer（P＜0．05；n＝3）．
1）Amounts　are　expressed　as　activity　Per　cell　mass，
　i，e．，μmol　change　in　NADH　min－1（10μgcelレN）－1．
これらの結果をまとめると、ldhおよびpflの発現は、エネルギーや電子の需給と直
接的には関係がなく、むしろ、解糖系中間体のFBPの影響が大きいと考えられる。
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第2節．FBPアルドラーゼの過剰発現がldh遺伝rとpfl遺伝子の転写に及
ぼす影響
第1節の結果から、ldh遺伝子およびpf1遺伝子の転写が菌体内FBP濃度の影響を受
ける可能性があると推測された。このことを検証するために、S．　bovisにE．　colt’由来
のFBPアルドラーゼを過剰発現させ、菌体内FBP濃度を低下させた場合にIdh遺伝子
およびpfi遺伝子の転写がどのような影響を受けるかを調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌、供試プラスミドおよび培養方法
JB1株は形質転換効率が低く、プラスミド導入が困難であったので、当研究室で単離・
同定したS．bovis　TH　I株を供試した。培養方法および使用した培地の組成は、第1章
に述べた通りである。基質として、グルコースまたはラクトース（3g／Dを用いた。　S，
bovis　JB1株由来のプラスミド、　pSBE11をTH1株への遺伝子導入に使用した（88）。
TH1株にpSBE11を導入した菌株をS．　bovis　THl　pとし、プラスミド自体の導入が増
殖や代謝に影響するか否かを調べた。E．　coli由来のFBPアルドラーゼ遺伝子を
pSBE11に連結して導入し、　TH1株に導入した株をS．　bovis　THI　aldとした。また、
異種遺伝子の導入が菌の増殖や代謝に影響するか否かを調べるために、E．　cok’由来のピ
ルビン酸キナーゼ（Pyruvate　kinase　I：PYK）遺伝子（pyk）をpSBE11に連結して導入
した株をS．bovfs　TH　I　pykとした。この株は、　pyk遺伝子を過剰発現させた場合の影
響を反映すると思われる。
S．bovisの過剰発現菌株の作成
組換え体DNAの作成における全ての操作は、標準的方法に従った（36）。　E．　cok’の
FBPアルドラーゼ遺伝子（GenBank　accession　number，　AEOOO376）およびPYK遺伝
嶽accession　number，　M24636）を、　E．　cofiの染色体DNAを鋳型にしてPCRにより
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増幅した。用いたプライマーを以下に記す。プライマーale　1
（51コ…へGA㎜GAT－3’）de　2（S’一”ITGAGATAAGCAGAAA．GG－3’）およ
びプライマー　pye　1（5’－ATGAAAAAGAC　CAAAArlYI’－3’）と　pye　2
（5’－TTAGTAGTGCCGCTC　GGTA－3’）。プラスミドpSBE11上のエリスロマイシン耐
性遺伝子のプロモーター配列をPCRで増幅し（プライマーems1とems2：
5’－TTCGTGTTCGTGCTGACT－3’と5LGTAATCACTCCTTCTTAA－3’）、読み枠が合
うように上記の各遺伝子をプロモーター配列の下流に結合した。この遺伝子を、Sma　I
で処理したpSBE11に組み込んだ。　S．　bovゴsへの形質転換は、嫌気グローブボックス内
で下記の通りに行った。対数増殖中の菌を遠沈し、10％グリセロールを含む10mMト
リスーHCI緩衝液で洗浄し、再懸濁した。エレクトロポレーションにはジーンパルサー
（Type　II，　Bio－Rad）を用い、12．5kV／cm、129Ωで行った。37℃で1hインキュベー
トした後、10μg／mlのエリスロマイシンを含むグルコース寒天（1．8％）培地に菌を接
種し、37℃で36時間培養した。コロニーから菌を採取し、エリスロマイシンを同濃度
で含むグルコース培地で培養し、染色体DNAを抽出した（第2章）。染色体DNAを鋳
型とし、M13プライマーでPCR反応を行った。増幅した遺伝子産物をシークエンス解
析し、各遺伝子が挿入されていることを確認した。
発酵産物、菌体内物質の濃度、および酵素活性の測定、ノーザンプロット解析および
データの検定は第1節と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
S．bovis　THI　ald株におけるFBPアルドラーゼ活性
S．bovisのTHI　ald株およびTHI　p株をグルコース培地で培養し、　FBPアルドラー
ゼ活性を測定したところ、THI　aldにおける活性（酵素含量）はTHI　pの活性よりも
6．3倍高かった（Table　1）。THI　ald株は、導入したFBPアルドラーゼを過剰発現した
ために、その含量が増加したと考えられる。
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Table　l．　FB　P　aldolase　activity　in　transformed∫．　bovis　strains．
Strain 　　　　　　　　＊FB　P　aldol ase　activity
S．bovis　THI　p
S．bovis　THIα耐
16．8±1，2b
95．2±6．9a
　＊　μmoi　NADH　oxidized　min－1（10μgcellular　nitrogen）－1．
Values　are　presented　as　means±SE（n＝3）．
a・b　Means　wlthin　columns　with　no　common　superscript　letters　differ　s　ignificantly（P＜0．05，　n・
3）．
エネルギー基質の違いがS．bovis　THI　ald株における増殖速度と発酵産物に
及ぼす影響
グルコースを基質としてTH1株を培養したところ、　JB1株よりも増殖がわずかに遅
かった（データ省略）。THI　ald株をグルコース存在下で培養したところ、増殖速度は
TH1株よりも明らかに低かった（Fig．1）。しかし、ラクトースで培養した場合には、
THI　ald株の増殖速度は親株の増殖速度とほとんど差がなかった。
??????
15@（A）
1
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　0　　　　　　　25　　　　　　　ご）　　　　　　　75　　　　　　　10　0　　　　　　　2．5　　　　　　　5　　　　　　　7，5　　　　　　　10
　　　　　　　　Time（h）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）
Fig．1．　Growth　of∫．　bovis　M1，　Mlald，　THIp，　and　THl、pyk　on　glucose（A）or
iactose（B）：TH1（○），　THIα如（●），　TH1、ρ（□），　or　TH1　pyk（圏）．
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THI　P株およびTHI　pyk株の、グルコースでの培養時の増殖速度は親株よりもやや遅
い程度であり、THI　ald株よりも速かったが、ラクトースでの培養時の増殖速度は
THl　ald株とほとんど同じであった（Fig．1）。グルコースで培養した時にTHl　ald株の
増殖速度が遅かった理由は、過剰のFBPアルドラーゼの合成のために余計なエネルギー一　一一’
が消費されたことが考えられる。更に、FBPアルドラーゼの過剰発現のためにFBPが
減少し、LDH量が減少した（後述）結果として、発酵速度が遅くなり増殖速度が低下し
たことも考えられる。
グルコースまたはラクトースを基質とした場合、THI　ald株および親株の発酵産物は
前節で述べたJB1株の場合とほとんど同じであった（Table　2）。これは、　FBPアルドラー
ゼ活性が高くなっても、恐らく、増殖速度の低下の影響が大きかったからであろう。
Table　2．　Fermentation　prOductS　from　glucose　and　lactose　jn　S．わovis　THland　THlald
Energy　source　StrainFermentation　prOducts（mM）
Lactate　Formate　Aoetate　Ethanol
Glucose
Lactose
SEM
THI　　　　29．4a
THlald　　28．4a
THIp　　　27．4a
THIpyk　　29．9a
TH1　　　22．2b
THlald　　20．9b
THIp　　　235b
TH1」ρyk　　21．2b
　　　　　O．40
2．8b
3．Ob
3．2b
3．1b
95a
lO．1a
9．6a
9．8a
O．16
15b
l．4b
l．4b
l．7b
4．5a
5．2a
4．la
4．9a
O．20
1．3b
1．5b
1．8b
15b
4．9a
5．2a
5．Oa
5．3a
O．16
a・　b・　c　Means　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
S．bovis　THI　ald株における解糖系の中間体、アデニンヌクレオチド、ピリ
ジンヌクレオチドの菌体内濃度
グルコースで培養した時の、TH1株における菌体内の解糖系中間体濃度は前節で述
べたJB1株の場合とほとんど同じであった（Table　3）。THl　pおよびTH1　pyk株の菌
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体内の解糖系中間体の濃度も、親株とほぼ同じであった（Table　3）。プラスミドや異種
遺伝子の導入、あるいはその過剰発現は、菌体内の解糖系中間体の濃度には影響しなかっ
たと考えられる。また、PYKはS．　bovdsの菌体内には常に十分量存在しているため、
発酵産物および解糖系中間体の濃度には影響しなかったと考えられる。PNKの場合は、
外部からpykを導入してもFBPアルドラーゼの場合ほど合成量が多くなかったために、
増殖が低ドしなかったと思われる。しかし、グルコースで培養したTHl　ald株の菌体
内FBP濃度は、親株の濃度の20％に減少した。
逆に、THI　ald株のDHAPとGAPの濃度は、　THI　p株よりも高かった。その理由に
っいては、FBPアルドラーゼ活性が増加したためにFBPの分解速度が増加したにも拘
らず、GAPDH活性は変化しなかったので、　DHAPとGAP濃度が増加したものと考え
られる。しかし、GAPから下流の代謝産物には、糖の種類による大きな違いは見られ
なかった。GAPからド流の解糖系中間体の分解に関与する酵素の量は、基質量に対し
て十分作用し得る程度に存在していたと考えられる。また、FBP濃度は低下したにも
拘らず、LDHを活性化するのに十分な量（1．5　mM以ヒ）（2）存在していたのに対し、
DHAPとGAPの濃度はPFLを阻害するのに十分な量（それぞれ0．3　mMと0．ユmM以
上）に増加したので（第3章・第1節）、LDH活性が活性化されPFL活性が阻害された
結果として、グルコースでの培養時にTH　l　ald株の発酵産物はほとんどが乳酸であっ
たと考えられる。
THI　ald株をラクトースで培養した場合には、解糖系中間体の濃度は、親株と違いが
なかった（Table　3）。S，　bovisでは、ラクトースの二糖のうち一方はFBPを経由し、も
う一方はタガトースー1，6一ビスリン酸（Tagatose－1，6－bisphosphate；TBP）を経由する
ことから（第1節，Fig．1）、ラクトースでの培養時のFBP濃度はグルコv・一一一一ス培養時より
も低くなると考えられる（85，87）。また、ラクトースでの培養時には増殖速度も低下し
たことから、代謝速度も遅くなると考えられる。このため、ラクトースでの培養時には
FBPの濃度およびその流入速度に対して、十分量のFBPアルドラーゼが存在しており、
FBPアルドラーゼの過剰発現の影響が表れなかったのであろう。
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Table　3．　Concentrations　of　glycolytic　intermediates　in　S．　bovis　TH　1，　TH　lald，　TH　lp　and　TH　lpy々
CellS　grOWn　On　glUCOSe　Or　lactOSe．
Glycolytic
intermediate　1）
Concentration（mM） SEM
Glucose Lactose
THI　THlald　THIp　THIpyk　THI　THlald　THIp　THIpyk
Glucose－6－P
Fructose－6－P
FBP
DHAP
GAP
3PG
2PG
PEP
Pyruvate
3．1a　　2．6a　　3．Oa　　2．9a
O．18a　O．25a　O．18a　O．18a
13．8a　　2．8b　12．5a　13．Oa
　L6b　　3．Oa　　2．1b　　2．2b
O．65b　O，97a　O．64b　O，61b
35a　　2，2b　　3．8a　　2．9a
O．44a　O．48a　O．42a　O．39a
O．62a　O．59a　O．61a　O．60a
2。3a　　2．la　　2．Oa　　2．4a
0．91b　o．8gb
O．12a　o．10a
2 1b　　1，6b
1。4b　　1．6b
O．12c　O．18c
O．78c　O．82c
O．30b　　o．31b
O．28b　o．30b
2．2a　　2．oa
0．98b　o，94b
O．22a　o，18a
2。lb　　1．gb
1．2b　　l．lb
O．15c　O．16c
O．88c　O．76c
O．34b　o．32b
O．2gb　o．31b
2．oa　　2．　la
0．15
0．01
1．77
0．10
0．02
0．25
0．03
0．03
0．17
a・b・　c　Means　within　a　row　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
1）3PG，3－phosphoglycerate；2PG，2－phosphogl　ycerate；PEP，　phosphoenolpyruvate．
Table　4．　Concentra廿ons　of　adenine　nuclθotides，　energy　charge，　and　NADHINAD＋ratio　in　5「．わov’∫
TH　l，　THIald，THIp，　and　THIpyk　cells　grown　on　glucose　or　lactose．1）
Gluoose Lactose
THI　THlald　THIp　THIpyk　THI　TH1αld　THIp　THIpyk
ATP（mM）
ADP（mM）
AMP（mM）
Energy　charge
NADH／NAD＋
2．la　　1．6b　　2，2a　　2．1a
O．98a　O．72c　O．89a　O．92a
O．20a　O．18a　O．22a　O．21a
O．79a　O．79a　O．80a　O．79a
O．202aO．186aO．212aO．190a
2．2a　　2．3a　　2．3a　　2．la
O．81b　O．88b　O．79b　O．82b
O．22a　O．23a　O．22a　O．23a
81aO．81aO．81aO．80a
O．214aO，188aO．204aO．201a
a・　b・　cMeans　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3），
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グルコースまたはラクトースで培養した場合、親株の菌体内アデニンヌクレオチド濃
度はJB1株とほとんど同じであった（Table　4）。THl　ald株では、グルコース培養時に
ATP、ADP、およびAMPの濃度が低下する傾向が見られた。しかし、これら全てが
減少したので、エネルギー充足度には差が見られなかった。NADH／NAD＋比は、各菌
株間での有意な差は見られなかったので、FBPアルドラーゼの過剰発現は、
NADH／NAD＋比には大きな影響を及ぼさないと思われる。
S．bovis　THI　ald株におけるldhおよびpflの転写
グルコースでの培養時およびラクトースでの培養時のTH1株のLDH含量および
PFL含量は、　JB1株とほとんど同じであり、菌株による違いは見られなかった（Table
5）。THI　pおよびTH1　pykのLDH含量およびPFL含量は、　TH　1株とほぼ同じであ
り（Table　5）、プラスミドpSBE　11の導入は、これらの遺伝子の転写と発現に対して影
響しなかったと考えられる。また、PYKの過剰発現は解糖系中間体の濃度に影響しな
かったので、LDHやPFLの発現にも影響しなかったと考えられる。　THI　ald株では、
グルコースでの培養時のLDH含量およびldh－mRNA量は親株よりも少なかったが、
PFL含量およびpfl－mRNA量には違いが見られなかった（Fig．2，Table　5）。上述した
ように、グルコースでの培養時にTHI　ald株の増殖速度が低下したのは、　LDH活性が
低下したにも拘わらず、PFL活性が増加しなかったためと考えられる。また、ラクトー
スでの培養時には、THI　ald株と親株でLDH含量およびPFL含量に大きな違いは見
られなかった。THI　ald株をグルコースで培養した時にFBP濃度が大きく低下したこ
とから（Table　3）、S．　bovisの菌体内FBP濃度がldh遺伝子の転写に影響を及ぼす可能
性がある。また、pfFmRNA量には違いがみられなかったので、　pfl遺伝子の転写は
FBP以外の物質によって制御されていると推測される。
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A．
　　　ldh－mRNA
Glucose　　　　Lactose
B．
　　　　　　pfl－mRNA
　GIucose　　　　Lactose
THl　THI　　THl　THl
　　　　ald　　　　　　　ald
????，??「??（??????
THl　THl
　　　　ald
THl　THl
　　　　ald
鱒灘繊
’－ f・薮’諺・’
Fig．2．　Levels　of　ldh－mRNA（A）and”－mRNA（B）in　S．　bovis　TH　I
and　THl　ald　grown　on　glucose　or　lactose．
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Table　5．　AmountS　of　LDH，　PFL，　ldh－mRNA，　and酬一mRNA　in　51．　bovts　TH　l　and　TH　1αld　cells
groWn　On　glUCOSe　Or　laCtOSe．
Energy　substrate　StrainLDHI）　　PFL2）　ldh－mRNA3）pfl－－mRNA3）
Glucose
Lactose
THl
THIald
THlp
THIpyk
THl
THlald
THIp
THIpyk
101a
33c
lO2a
96a
48b
31c
45b
46b
1．00b
O．72b
l．05b
O．96b
436a
4．12a
4．2ga
4．32a
1．ooa
O．36c
O、94a
l．06a
O．52b
O．30c
O51b
O．48b
1．00b
O．92b
O．96b
1．05b
4．43a
4．08a
4．13a
4．35a
a・b・　c・dMeans　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
1）AmountS　are　expressed　as　activity　Per　cell　mass
　，ま．e，，μmol　NADH　oxidized　min’i（10μgcell－N）－1，
2）Relative　amountS　of　PFL　protein　per　cell－N　mass，　as　estimated　by　Western　immunoblot
　ana垂ysis、
3）Rela口ve　amounts　of　ldh－mRNA　and　pft－－mRNA　per　cel1－N　mass，　as　estimated　by　Northem
　blot　analysis’
DNAの塩基組成において、　G＋Cの割合が低いグラム陽性菌、例えば、　BaciUus
subtilusやLactococcus　lactisでは、　FBPによる遺伝子発現の調節機構が報告されて
いる（89，90）。この機構は、FBPがカタボライト制御タンパク質A（Catabolite
control　protein　A；CcpA）とHPrタンパク（Heat　stable　protein；HPr）の複合体形成
を促進し、この複合体がmRNAの合成を促進するというものである。　B．　s　ubtilisでは、
α一アセトラクテート合成酵素（α一acetolactate　synthase）とアセトキナーゼ（aceto
kina9．　e）の転写が、　FBPによる制御を受けたCcpA－HPr複合体によって調節されると
報告されている（89）。また、L．　lactisでは、　FBP依存性の転写調節機構によって
LDHとPYKの転写が調節されると報告されている（90）。S．　boVisにおいても、　CcpA
とHPrをコードする遺伝子（ccρAとpts　H）が存在していたことから（未発表）、　ldhの
転写調節がこのようなFBP依存性の転写調節機構によって制御されている可能性があ
る。この点については検討中である。
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要約
第1章．ルーメンバクテリアの低pH耐性と乳酸生成能の関係
　ルーメンバクテリアは、種類によって低pH耐性が異なり、特にセルロース分解菌は
低pHに弱いが、その理由の一端を推察する目的で、　Streptococcus　boVis、
．9eIenomonas　ruminan　tium、B椛y而bがo茄佑01veηs、およびRα㎜hococcus
albusを供試し、低pH耐性と乳酸生成能との関係を調べた。概して、低pHに対する
耐性が高い菌は乳酸の生成割合が高く、また低pHで乳酸生成を増大させた。菌体内の
乳酸脱水素酵素（LDH）量と乳酸の生成割合との間には、大体の平行関係があったが、
S．nlmin　an　tiumはLDH含量に比して乳酸の生成割合が高かった。これは、特にこの
菌のLDHは基質親和性が高いためと考えられた。また、低pH耐性を持つ菌ほど、低
pHでの培養によりLDH含量を大きく増大させた。さらに、低pH耐性菌のLDHの方
が、低pHで高い活性を持つことが示された。このように、乳酸生成は菌体内のLDH
量とその性質によって大きく左右され、低pHでの増殖能と関連することが示された。
セルロース分解菌、Ra！busが低pHで増殖できないことの一因として、次の理由が考
えられる。すなわち、この菌のLDHは基質親和性が低く、しかも細胞内の含量が低い。
さらに、低pH時にLDH合成を増大させることもできず、また、細胞内pHの低下に
よりLDH活性も大きく低下するため、この菌は乳酸生成の経路に切り替えることによっ
て発酵を継続することができない。
第2章．Streptococcus　bovisにおける乳酸脱水素酵素合成の調節
Streptococαu　s　bovisの3菌株から乳酸脱水素酵素（LDH）を精製し、またその遺伝
子（ldh）をクローニングし、塩基配列を決定した。山羊から分離した菌株（TH　1）の1（1h
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は牛から分離した2菌種の1dhとは数箇所が異なっていたが、そのアミノ酸配列は一箇
所が異なるだけであった。即ち、TH1株のLDHでは220番目のアミノ酸がGlrlであっ
たが、牛から分離した2菌株（TH2とJB1）ではAspであった。ノーザンプロット解析
により、S．　bovisの1dh－mRNAは約1．O　kbpであり、モノシストロン性の転写様式で
あることが示された。バッチ法でpHを6．9に維持して培養した場合には、1dh－mRNA
量は増殖速度が最大となる対数増殖期に最も多くなり、増殖速度が低下するにつれて減
少した。また、pHを4．5に維持して培養した菌の方が、6．9に維持して培養した菌よ
りもldh－mRNA量が多かった。1dh－mRNA量は、発酵産物中の乳酸量の割合および
菌体当りのLDH含量に相関することが示された。これらの結果は、　S，　boVisが菌体内
pHの変化に応じて転写レベルでLDH合成を調節していることを示唆する。
第3章．Streptococcus　bovisのピルビン酸ギ酸開裂酵素の特性
　Streptococcus　boVisから分離したピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）とPFL活性化酵
素（PFL－AE）、Els　cherichia　coliから分離したフラボドキシン、およびホウレン草から
抽出したクロロプラストを用いて、E．　coliのPFL活性測定法によって、　PFLの活性を
測定した。この活性化システムでS．bovisのPFLが活性化されたことから、　S，　bovゴs
のPFLとPFL－AEはE．　coliの酵素と類似しており、活性化の機構も同様であると考
えられた。S、　bovisの乳酸脱水素酵素（LDH）の至適pHが5．5であったのに対し、
PFLの至適pHは7．5であった。ピルビン酸に対するS．　bovisのPFLの見かけのKm
値は2mMであった。解糖系の中間体であるジヒドロキシアセトンリン酸（DHAP）と
D一グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）はPFL活性を阻害することが明らかになった。
S．bovisにおけるDHAPおよびGAPの菌体内の濃度はエネルギー供給状態に応じて変
動し、それぞれ1．9mM～0．1mM以下、および0．6mM～0．05　mM以下の値であった。
加胃voでは、　DHAPおよびGAP濃度が幅広く変動することにより、　PFL活性がアロ
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ステリックに調節されると考えられる。
　S，bc）visのPFL遺伝子（pfDを解析したところ、　PFLの推定アミノ酸配列は
Streptococcu　s　mu　tan　sのPFLと類似しており、フリーラジカルの形成と触媒部位に
必要な保存領域が含まれていた。02感受性、およびE．　cok’のPFLとのアミノ酸配列
の相同性から、S．　bovisのPFLはE．　coliのPFLと同様に、フリーラジカルを形成す
る酵素と思われる。S．わovisのpfl－mRNAは約2．3　kbpであり、単シストロン性に転
写されることが示された。S．　bαゴsをpH　6．9でバッチ法で培養したところ、増殖が対
数増殖期から静止期に変化するにつれてpflの転写量は増加した。この結果は、
1dh－mRNA量が増殖の後期に減少したという前章の結果とは相反的であった。
第4章．Streptococcus　bovisの乳酸脱水素酵素とピルビン酸ギ酸開裂
酵素の合成の調節
　Streptococcus　boVisのピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）に対するポリクローナル抗体
を作成し、ウエスタンブロット解析を行った。SDS－PAGEを好気条件下で行ったとこ
ろ、培養条件に関わらず2本のバンドが得られた。2本のバンドは完全長のPFL（87
kDa）と02によって不可逆的に切断された断片（83　kDa）であった。グルコース制限ま
たはアンモニア制限条件下での連続培養を行い、S．　bovisの乳酸脱水素酵素（LDH）と
PFLの合成に及ぼす培養条件の影響について調べた。　pH　6．9で培養したところ、
pfl－mRNA量は増殖速度の増加と共に減少し、グルコース供給量の増加によっても減少
した。これとは逆に、1dh－mRNA量は増殖速度の増加と共に増加し、グルコース供給
量の増加によっても増加した。培養時のpHを6．9から4．5に変えたところ、菌体内の
pfFmRNA量は減少し、1dh－mRNA量は増加した。　pfFmRNA量の変動、　PFLタンパ
ク量の変動およびギ酸生成量の変動の間には大体の平行関係が見られ、また、
1dh－mRNA量、　LDH量、および乳酸生成量の変動の問にも大体の平行関係が見られた。
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以hの結果から、S．　bovisは増殖条件に応じて転写レベルでPFLとLDHの合成を調節
すると考えられる。
第5章．Stre．ptococcus　bOvisの発酵に及ぼす解糖系中間体、アデニン
ヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドの影響
　Streptococcus　boVisにおける乳酸脱水素酵素（LDH）とピルビン酸ギ酸開裂酵素
（PFL）の調節に及ぼす解糖系中間体、アデニンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオ
チドの影響を調べた。グルコース、ガラクトース、およびラクトースを基質としてS．
わoVisを培養したところ、ラクトースで培養した時には、グルコースおよびガラクトー
スで培養した時よりも菌体内のFBP濃度が大きく低下した。また、菌体内のアデニン
ヌクレオチド濃度およびNAD　H／NAD＋比には、培養時の糖の種類による違いは見られ
なかった。ラクトースでの培養時のLDH量および1dh－mRNA量は、グルコースおよ
びガラクトースでの培養時よりも少なかったが、PFL量およびpfl－mRNA量はラクトー
スでの培養時の方が多かった。グルコースを基質としてpH　6．9または4．5で培養した
ところ、FBP一アルドラーゼとトリオースフォスフェートイソメラーゼ活性は低pHで
は大きく減少したことから、pH　4．5での培養時の方が菌体内のFBP濃度が高くなった。
菌体内のアデニンヌクレオチドおよびNADH／NAD＋比は、　pHの影響をほとんど受け
なかったが、pHの低下によりLDH量およびldh－mRNA量は増加し、　PFL量および
pfl－mRNA量は減少した。また、　FBP濃度の増減と1dh－mRNA量の増減の間には、相
関関係が見られた。
　Es　ch　erich　ia　coliのFBPアルドラーゼ遺伝子を導入し、過剰発現させたS，　boVis
THI　ald株を作成した。　THI　ald株をグルコースで培養したところ、親株であるTH1
株に比べて、菌体内FBP濃度が低下し、　LDH量およびldh－mRNA量も減少した．し
かし、PFL量およびpfl－mRNA量はTHI　ald株とTH1株で差がなかった。以上の結
182
果から、S．　bovisのldh－mRNAの転写は菌体内のFBP濃度の影響を受ける可能性があ
る。LDHとPFLは異なる転写制御を受けるものと思われる。
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総括
　反舞動物におけるメタン生成の抑制の問題は、資源の有効利用という観点から、繊維
利用との関連を考える必要がある。主要繊維分解菌はすべてメタン生成の基質となる
H2と（または）ギ酸を生成し、メタン菌がこれらを消費してくれないと繊維の消化が悪
くなると考えられるからである。従って、繊維分解菌などの微生物の発酵機能を低下さ
せずにメタン生成を減少させるためには、直接メタン菌を抑制するのではなく、H2や
ギ酸の生成を抑制する必要がある。そこで、第1部では、H2とギ酸の生成と消費の制
御によるメタン生成の抑制法について検討した。
　先ず、ルーメン内におけるギ酸の消長について調べたところ、H2と同様に、ルv－一メ
ン内ではギ酸の生成よりも消費の能力の方が高く、ギ酸の殆どがメタンに代謝されたこ
とから、ギ酸の抑制も重要であると考えられた。ルーメンにおける主要なギ酸生成経路
はピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）反応であることが判明したので、本酵素を制御するこ
とにより、ルーメン内のギ酸生成を抑制することができると考えられる。また、グリオ
キシル酸回路に関連した有機酸からもギ酸が生成されることが明らかとなり、特にシュ
ウ酸は植物体に多く含まれているので、シュウ酸からのギ酸生成を抑制すればメタンの
減少につながると考えられた。
　別のメタン生成の抑制法として、フマル酸からコハク酸への還元反応にH2やギ酸を
消費させることが考えられる。ルーメン微生物混合系にフマル酸を添加したところ、メ
タン生成が減少しただけでなく、プロピオン酸の生成が増加した。Fibrobacter
succin　oge　nes、　Selenomonas　ruminan亡iし1M　subsPP．　rum加an亡ium、　SeIenomonas
rumin　an　tium　subspP．　lactilYtica、VethoneUa　parvulaおよびWoUinella
Stlccin‘）genesはフマル酸を最終電子受容体として1・12を酸化したが、これらの菌のH2
に対する親和性はメタン菌の方が高かったので、菌数が等しい場合には、メタン菌と競
合するのは不利である。しかし、Es　u　ccin　ogenes、　V．　parvulaおよびW「．
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succin　ogenesにおけるギ酸に対する親和性はメタン菌よりも高かったので、これらの
フマル酸利用菌の方が有利にギ酸を利用できると考えられた。Rurriin　ococcus　albus、
Prev・otella　rumin　ocola、およびAnaerα4わ〃o伽oMfα…1はH2やギ酸を酸化しないが
フマル酸を消費した。これらの菌は、H2を電子受容体として利用できる菌よりもフマ
ル酸還元酵素の含量が少なく、フマル酸に対する親和性も低かった。H2を利用できる
菌の方が、ルーメン内のフマル酸還元においてH2を利用できない菌よりも有利にフマ
ル酸を利用できると考えられた。以上の結果から、反劉動物の飼料にフマル酸を添加す
れば、ルーメン内のメタン生成が減少し、プロピオン酸の生成が増加すると考えられた。
　フマル酸を外部から供給しないで、ルーメン内のフマル酸還元反応を増加させる方法
として、ルーメン内のフマル酸生成を増加させることが考えられる。このため、ルーメ
ン内の主要プロピオン酸生成菌であるS．　lactilyti（aを用いて、フマル酸生成経路への発
酵経路の切り替えの調節機構について調べた。S．　lactilyti（raの発酵経路において、ホス
ホエノールピルビン酸（PEP）はPEPカルボキシキナーゼ（PCK）によりオキサロ酢酸
（OAA）となり、プロピオン酸生成に用いられるか、またはピルビン酸キナーゼ（PYK）
によってピルビン酸に転換される。このため、本菌のプロピオン酸生成はPCKとPYK
の両方の活性により影響されると考えられる。PYKは構成酵素であり、フルクトース
ー1，6一ビスリン酸（FBP）とPEPによって活性化されるが、リン酸はPYKを阻害するの
で、菌体内のPYK活性はFBP濃度に依存すると考えられた。一方、　PCKは、エネル
ギー供給に応じて転写レベルで合成が調節される誘導酵素であることが判明した。
PCK遺伝子の転写調節機構を更に解明し、その調節機構を制御することにより、　S，
lacttiyticaのプロピオン酸生成を増強させれば、メタン生成を抑制することができるで
あろう。
　メタン生成を減少させるための電子受容反応系として硝酸からアンモニアに至る硝酸
還元反応系も重要である。この反応には、電子供与体として乳酸が効果的に働くので、
ルーメン内の乳酸生成を増強する必要がある。しかし、ルーメン内での過度の乳酸の蓄
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積はルーメンアシドーシスをもたらすため、適度に乳酸を生成させることが極めて重要
となると思われる。ルーメン内の主要乳酸生成菌である、Streptococcus　boL’isは、ルー
メンアシドーシスの進行に大きく関与すると考えられるので、本菌の乳酸生成の制御は
特に重要であると考えられる。S．　boVisの発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合
は解糖経路の分岐点であるピルビン酸が乳酸脱水素酵素（LDH）により乳酸に転換され
る方向に流れるか、またはPFLによりアセチルーCoAとギ酸に転換される方向に流れ
るか、という2方向への代謝の流れの振り分けによって決まる。そこで、第2部では、
S．bovisのLDHとPFLの性質と合成の調節にっいて調べ、本菌の発酵経路の調節につ
いて検討した。
　乳酸生成を担うLDHの合成は低pHで増大し、低pH耐性の問題とも関係すること
から、この経路の切り替えは重要な問題である。また、PFLはルーメン内におけるギ
酸の主要生成経路なので、その制御は重要と考えられる。S．　boVisのPFLは、　E．　coli
のPFLと同様に、酵素自体がラジカルであり、翻訳後に電子を受容してラジカルとな
ると考えられた。つまり、本酵素の制御には、PFLの合成の調節以外に、　PFLへの電
子の付与（酵素の活性化）の調節について考えることも必要と思われた。
　S．bovisは、エネルギー需給が十分な時、または増殖速度が速い時は、ギ酸、酢酸、
およびエタノールを生成する経路から乳酸を生成する経路に切り替える。この理由とし
ては、以下のことが考えられる。①LDHは解糖系の中間代謝物であるFBPによりア
ロステリックに活性化され、PFLは解糖系の中間代謝物であるジヒドロキシアセトン
リン酸（DI－IAP）と｝グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）により阻害される。エネル
ギー需給が十分な時、および増殖速度が速い時にはFBP、DHAP、およびGAPの菌
体内濃度が増加するので、LDHは活性化され、　PFLは阻害される．②LDHとPFL
は転写レベルでその合成が制御されており、エネルギー需給が十分な時、および増殖速
度が速い時には1dh－mRNAの合成が増加し、　pf｝－mRNAの合成が減少するので、この
ような条件FではLDH含量が増加し、　PFL含量が減少する。以上の結果として、乳酸
生成が増加し、ギ酸生成が減少すると考えられる。また、S．　boVisは培地pHを7．0か
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ら4．5に変えた場合にも、ギ酸、酢酸、およびエタノールを生成する経路から乳酸を生
成する経路に切り替える。これは、①LDHの至適pHが5．5であり、　PFLの至適pl　I
が7．0であること、②ldh－mRNAの合成が増加し、　pfl－mRNAの合成が減少すること
で説明できる。即ち、S．　bovisの発酵は、　LDHとPFLの両酵素のアロステリック調節
と酵素合成の調節の2つの段階での相反的な調節を受ける。このため、これらの酵素の
転写調節機構を解明し、それを基に酵素合成の制御法を工夫することにより本菌の乳酸
生成を制御することができると思われる。1dh－mRNAの合成は、菌体内FBP濃度と相
関したことから、この遺伝子の転写制御はカタボライト制御タンパク質A（CcpA）と関
係する可能性がある。S．　bovisにおけるCcpAによる転写調節機構の解明は、今後の課
題である。
　以上の結果から、微生物の制御によるルーメン発酵の改善を行うための着眼点を示唆
することができたと考えられる。将来の大きな発展のためには、遺伝子発現の制御によ
り微生物の機能を変えることが必要と考えられる。その場合、ある菌に全く別の外来遺
伝子を導入するのではなく、菌の代謝調節の仕方を少し変えるように助長あるいは抑制
することが必要であろう。菌に大きな負担を与えるようでは、ルーメンという厳しい競
争社会では生き残れない可能性があるし、また、菌自身の生存にとって不可欠でない遺
伝子は排除され易いからである。このような観点から、今後はプロピオン酸生成経路の
調節および乳酸生成の調節機構を更に解明していく必要があると思われる。また、フマ
ル酸還元菌がルーメン内で十分に機能を発揮できるような条件を考えることにより、そ
の菌の数を増やすような改善方法も必要であろう。また、ルーメンにおける多くの微生
物の相互関係を考慮し、様々な改善効果を組み合わせることにより、更に大きな効果が
得られるように制御する必要がある。
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ルーメン微生物の発酵調節機構の解明と
ルーメン機能の制御、特にメタン生成の抑制
農学研究科　浅沼　成人
　　　　　　　　　　　　　　　　　く論文要旨〉
　ルーメンにおけるメタン生成の低減化、および繊維消化と発酵効率の改善は、反鋼家
畜による生産において極めて重要であり、食糧生産と環境問題の点から社会的貢献度は
大きいと思われる。反鋼動物におけるメタン生成の抑制の問題は、資源の有効利用とい
う観点から、繊維利用との関連で考える必要がある。主要繊維分解菌はすべてメタン生
成の基質となるH2と（または）ギ酸を生成し、メタン菌がこれらを消費してくれないと
繊維の消化が悪くなると考えられるからである。従って、繊維分解菌も含めた微生物全
体の発酵機能を低下させずにメタン牛成を減少させる必要があるが、そのためには、直
接メタン菌を抑制するのではなく、メタン生成の基質であるH2とギ酸の生成を抑える
必要がある。第1部では、H2とギ酸の生成と消費について検討し、その制御によるメ
タン生成の制御について考察した。
　第1章では、ルーメン内におけるギ酸の消長について調べた結果、ルーメン内ではギ
酸の生成能よりも消費能の方が高く、ギ酸の殆どがメタンに代謝されることが明らかに
なった。メタン菌はギ酸脱水素酵素（FDH）を持ち、自身でギ酸をH2に転換した後にメ
タンに転換することが判明した。また、メタン菌以外にもFDHを持つ菌が存在し、そ
のような菌の数を増加させることができれば、メタン生成を減らすことができるであろ
う。
　第2章では、ギ酸の生成を抑制すればメタン生成が減少すると考えられるので、ル
ーメン微生物におけるギ酸の生成経路について調べた。ルーメンにおけるギ酸生成の主
要な経路はピルビン酸・ギ酸開裂酵素（PFL）反応であると考えられたが、この経路以外
に、グリオキシル酸回路に関連した有機酸からもギ酸が生成されることが確認された。
この中でも、シュウ酸は植物体に多く含まれているので、シュウ酸からのギ酸生成を抑
制すればメタンの減少にっながると考えられた。
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　第3章では、フマル酸からコハク酸への還元反応にH2やギ酸を消費させればメタン
が減少すると考えられることから、この問題について検討した。ルーメン微生物混合系
にフマル酸を添加したところ、メタン生成が減少しただけでなく、プロピオン酸の生成
が増加した。Fibrobacter　su　ccin　ogenes、　Se・le・n・om・on・as　rum　in　an　tium　subsPP・
rμ脚加αη伽脚、Se　lenom　on　as　rum　in　an　tium　subSPP．　Zαα’壇加、　Ve　illon　e　lla　parv　u　la
およびWo　llin　e　lla　s　u　ccin　o　genesはフマル酸を最終電子受容体としてH2を酸化したが、
H2に対する親和性はこれらの菌よりもメタン菌の方が高かったので、菌数が等しい場
合には、メタン菌との競合では不利となると考えられる。しかし、ギ酸に対する親和性
は、F．　SU　ccin　oge　nes、　V．、ρarVU　laおよびW．　succin　ogenesの方が、メタン菌よりも
高かったので、フマル酸利用菌の方が有利にギ酸を利用できると考えられた。
　第4章では、ルーメン菌のフマル酸還元酵素について調べた。フマル酸を電子受容体
とする菌のうち、H2を電子供与体として利用できる菌のグループと、利用できない菌
のグループに分けて比較したところ、前者のグループの菌の方がフマル酸還元酵素含
量が高く、しかもフマル酸の存在により酵素合成を高める能力が高かった。従って、ルー
メン内のフマル酸還元において、H2を利用できるグループの菌の方がH2を利用でき
ないグループの菌よりも大きく寄与すると考えられた。
　フマル酸を外部から供給しないで、ルーメン内のフマル酸還元反応を増加させるため
には、ルーメン微生物における糖からのフマル酸生成を増加させることが考えられる。
このため、第5章では、ルーメン内の主要プロピオン酸生成菌であるS．lactilyticaにお
けるフマル酸生成経路への切り替えの調節機構について調べた。s．　lactily　t　icaの発酵経
路において、ホスホエノールピルビン酸（PEP）はPEPカルボキシキナーゼ（PCK）によ
り、オキサロ酢酸（OAA）となり、プロピオン酸生成に用いられるか、またはピルビン
酸キナーゼ（PYK）によってピルビン酸に転換される。このため、本菌のプロピオン酸
生成はPCKとPYKの両方の活性により左右されると考えられる。　PYKは構成酵素で
あり、フルクトースー1，6一ビスリン酸（FBP）とPEPによって活性化されるが、リン酸
はPYKを阻害するので、菌体内のPYK活性はFBP濃度に依存すると考えられた。－
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方、PCKは、エネルギー供給に応じて転写レベルで合成が調節される誘導酵素である
ことが判明した。PCK遺伝子（ρck）の転写制御機構を更に解明し、その調節機構を改
良すれば、S．　lacti！yticaのプロピオン酸生成を増強させることができると思われた。
　メタン生成を減少させるための電子受容反応系として、硝酸からアンモニアに至る硝
酸還元反応系も重要である。この反応には、電子供与体として乳酸が効果的に働くので、
ルーメン内の乳酸生成を増強する必要がある。しかし、ルーメン内での過度の乳酸の蓄
積はルーメンアシドーシスをもたらすため、適度に乳酸を生成させることが極めて重要
となると思われる。ルーメン内の主要乳酸生成菌である、St　reptOCO　CCUS　bOV　tsは、ルー
メンアシドーシスの進行に大きく関与すると考えられるので、本菌の乳酸生成の制御は
重要であると考えられる。s．　bovisの発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合は解
糖経路の分岐点であるピルビン酸が乳酸脱水素酵素（LDH）により乳酸に転換される方
向に流れるか、またはPFLによりアセチルーCoAとギ酸に転換される方向に流れるか、
という2方向への代謝の流れの振り分けによって決まる。そこで、第2部ではS．bovis
のLDHとPFLの性質と合成の調節について調べ、本菌の発酵経路の調節について検
討した。
　第1章では、低pH耐性が異なるバクテリアを用いて、低pH耐性と乳酸生成能との
関係を調べた。概して、低pHに対する耐性が高い菌は乳酸の生成割合が高く、また低
pHで乳酸生成を増大させる能力が高いという結果が得られた。菌体内のLDH量と乳
酸の生成割合との間には、大体の平行関係があり、低pH耐性を持つ菌ほど、低pHで
の培養によりLDH含量を大きく増大させた。さらに、低pH耐性菌のLDHの方が、
低pHで高い活性を持つことが示された。即ち、乳酸生成は菌体内のLDH量とその性
質によって大きく左右され、低pHでの増殖能と関連することが示された。
　第2章では、LDH遺伝子（tdh）の塩基配列を解析し、菌株間の違いを比較したが、
菌株間で大きな違いはなかった。また、菌体内pHの変化に応じて転写レベルでLDH
合成が調節されていることが示唆された。
　第3章では、S．　bov・isのPFLについて解析し、本菌のPFLは、　Es・ch・e・rich・ia　c・liの
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PFLと同様に、酵素自体がラジカルを有し、翻訳後に電子を受容してラジカルになる
と考えられた。本酵素の制御にはPFLの合成の調節以外に、　PFLのラジカル化（活性
化）の調節も必要であろう。S．　bovisのPFL活性は菌体内のジヒドロキシアセトンリン
酸（DHAP）およびD一グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）濃度によって阻害され、
DHAPおよびGAP濃度はエネルギー供給状態に応じて変動するので、菌体内のPFL
活性はエネルギー供給状態に依存して、変動すると考えられた。また、PFL遺伝子
ψ∫りの塩基配列を解析し、ラジカル形成部位、触媒部位がS．　bovisのPFLにも保存さ
れていることを明らかにした。
　第4章では、グルコース制限またはアンモニア制限条件下で連続培養を行ったところ、
pH　6．9で培養した場合には、　pfl－mRNA量は増殖速度の増加と共に減少し、グルコー
ス供給量の増加によっても減少した。これとは逆に、ld　h－mRNA量は増殖速度の増加
と共に増加し、グルコース供給量の増加によっても増加した。培養時のpHを6．9から
4．5に変えたところ、菌体内のpfl－mRNA量は減少し、　ldh　一　m　RNA量は増加した。こ
れらのmRNAの量は、菌体内のPFLタンパク量およびLDHタンパク量の変動、また
ギ酸と乳酸の生成量の変動と平行関係にあった。以上の結果から、s，　bov・isは増殖条件
に応じて転写レベルでPFLとLDHの合成を調節すると考えられた。
　第5章では、S．　bov・isにおけるLDHとPFLの調節に及ぼす解糖系中間体、アデニ
ンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドの影響を調べた。糖の種類を変えた場合、
および培養はpHを変えた場合、菌体内のFBP濃度の変化はLDH量、および
tdh－mRNA量の変化と平行関係にあったが、菌体内のアデニンヌクレオチド濃度およ
びNADH／NAD＋比とtdh－mRNA量の間には相関関係はなかった。　S．　bovisにPJ．　coli
のFBPアルドラーゼ遺伝子を導入し、過剰発現させたところ、親株に比べて菌体内
FBP濃度が低下し、　LDH量およびldh－mRNA量も減少した。しかし、　PFL量および
pft－　m　RNA量は親株と差がなかった。以一ヒの結果から、　S．　bov・isのldh－mRNAの転写
は、菌体内のFBP濃度の影響を受ける可能性があり、またLDHとPFLは異なる転写
制御を受けると思われる。
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